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INTERNATIONAL PRELIMINARY 

EXAMINATION REPORT International application No. PCT/ES97/00059 

I. Basis of th r port 

1 . This report has been drawn on the basis of (substitute sheets which have been furnished to the receiving Office in 
response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to 
the report since they do not contain amendments.) : 

Description, pages: 

1 -40 as originally filed 

Claims, No.: 

1 -45 as originally filed 

Drawings, sheets: 

1 /27 -27/27 as originally filed 

2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets: 

3. □ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have b en 

considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)): 

4. Additional observations, if necessary: 
II. Priority 

1 . □ This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the 

prescribed time limit the requested: 

□ copy of the earlier application whose priority has been claimed. 

□ translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

2. □ This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has 

been found invalid. 
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Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 
3. Additional observations, if necessary: 
see separate sheet 

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1. Statement 



Novelty (N) 


Yes: 


Claims 


8,10,12-13,18-19,25-45 




No: 


Claims 


1-7,9,11,14-17,20-24 


Inventive step (IS) 


Yes: 


Claims 


43 




No: 


Claims 


1 -42,44-45 


Industrial applicability (IA) 


Yes: 


Claims 


1-45 




No: 


Claims 





2. Citations and explanations 
see separate sheet 

VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the 
claims are fully supported by the description, are made: 

see separate sheet 
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1. This international preliminary examination report (IPER) has been done considering 
the priority date 14.03.96 as a valid date. If it was not so the document Ana Mendez et al., 
Virology 1996, Vol. 217 (2), pages 495-507 would become relevant. 

2. The present application discloses a defective viral genome (porcine, canine or feline 
coronavirus and in particular the virus of transmissible gastroenteritis of pigs TGEV) 
comprising the parental virus genome having viral replicase recognition signals located on 
ends 3' and 5', further comprising internal deletions and wherein said defective viral 
genome depends on a helper virus for its replication and encapsidation. The application 
further discloses expression vectors and recombinant systems based on said recombinant 
defective viral genome and comprising at least one antigen capable of inducing systemic 
and secretory immune responses or at least one antibody which confers protection against 
an infectious agent as well as vaccines comprising said recombinant systems. The 
generation of these defective viral genome is obtained by undiluted serial passages of the 
viral strain at high multiplicity of infection and further characterization and analysis of the 
new subgenomic RNAs (preservation of 5' and 3' ends of the wild genome and presence 
of internal deletions) with cloning and sequencing of the resulting defective RNAs (example 

1). 

The following documents have been cited in the International Search Report (ISR) and 
have been found to be relevant for assessing the novelty and inventiveness of the claimed 
subject matter : 

a) Document Ana Mendez et al., Advances in Experimental Medicine and Biology 1995, 
Vol. 380, pages 583-589 (D1) discloses the production by serial undiluted passages of the 
PUR46 strain (PUR46-MAD, PUR46mar1CC12) of TEGV in swine testis (ST) cells of three 
defective RNA viral genomes, namely Dl-A (24 kb), Dl-B (10.5 kb) and Dl-C (9.5 kb) similar 
to the three ones disclosed in the present application (example 1 refers to Dl-A 22 kb, Dl-B 
10.6kb and Dl-C 9.7 kb). The document further characterizes these defective viral 
genomes (pages 587-588 and Figure 3) which clearly anticipate the subject matter of 
claims 1 to 6 Thus, the subject matter of said claims does not fulfil the requirements of 
Article 33 (2) and (3) PCT. 

b) Document C-L. Liao et al., Virology 1995, Vol. 208 pages 319-327 (D2) refers to 
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different defective-interfering (Dl) RNA of mouse hepatitis virus (MHV) (coronavirus) which 
can replicate in the presence of parental MHV and which retain both the 5" and 3' termini 
and scattered portions of the internal sequences of the wild-type genome (page 320, left 
column). Thus, at least the subject matter of claims 1. 3 and 6 is also anticipated by these 
references (Article 33 (2) and (3) PCT). 

D2 further refers to the use of such MHV Dl particles as vector systems for expressing 
different (viral and nonviral) gene products ("immune modifiers"). D2 is exemplified by 
using a Dl vector (derived from DIssE RNA) for expressing the (normal and mutant) viral 
hemagglutinin-esterase (HE). The IPEA considers that the reference to general gene 
products (see page 326, first paragraph, left column) embraces also products which can 
be seen as "antigens capable of inducing systemic and secretory immune responses" and 
thus, the subject matter of claims 7. 11 and 14-16 does not fulfil the requirements of 
Article 33 (2) and (3) PCT. 

Furthermore, in view of the general known prior art, the IPEA considers that the 
substitution of said heterologous gene products by antibodies (which confer protection 
against an infectious agent) and/or the presence of different antigens/antibodies does not 
require any specific inventive contribution from the person skilled in the art. Thus, the 
subject matter of claims 8-10. 12-13 and 17-22 . concerned with different expression 
vectors and recombinant systems based thereof, does not fulfil the requirements of Article 
33 (3) PCT. 

c) Document R.G. Van der Most et al., J. Virol. 1991, Vol. 65 (6), pages 3219-3226 (D3) 
discloses the production of MHV Dl RNAs by undiluted virus passage. The document 
characterizes two RNA species, Dl-a (5.5 kb) and Dl-b (6.5 kb), which anticipates the 
subject matter of claims 1. 3 and 6 (Article 33 (2) and (3) PCT). This document also 
refers to the use of said Dl RNAs as general RNA vectors (page 3224, left column) but 
without any further reference to the expression of any particular gene product. However, 
several references to DIssE are found in D3 (page 3219, right column; page 3224, left 
column and page 3225, left column) and the skilled person would have thought in using 
the Dl RNA vectors of D3 in the same manner as the ones disclosed in D2 (derived from 
DIssE). Thus, in view of the combined teachings of D2 and D3, the subject matter of 
claims 7. 11 and 14-16 does not fulfil the requirements of Article 33 (3) PCT 
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d) Document WO-A-91/03552 (D4) discloses "defective (influenza) viral genomes" having 
the viral replicase recognition signals located on ends 3' (26 terminal nucleotides) and 5' 
(22 terminal nucleotides), further comprising internal deletions (either (a) the complete viral 
genome and thus resulting in a so-called "RNA template" and/or (b) part thereof, i.e. 
replacement of a viral gene or viral gene segment and resulting in a "defective viral 
genome"), and wherein said "defective viral genome" depends on a helper virus for its 
replication and encapsidation. D4 also refers to the use of said "defective viral genomes" 
for expressing heterologous genes and in particular for constructing vaccine formulations 
(page 43). Thus, in view of this disclosure, the IPEA considers that the general subject 
matter of claims 1-2. 6-7. 9. 11. 14-17 and 20-24 does not fulfil the requirements of 
Articles 33 (2) and (3) PCT. 

Furthermore, in view of the general known prior art and in agreement with the arguments 
given in paragraph (b) above, the IPEA also considers that the presence of different 
antigens/antibodies (multi vaccines) does not require any specific inventive contribution 
from the person skilled in the art. Thus, the subject matter of claims 8. 10. 12-13, 18-19, 
25-26 and 39-41 does not fulfil the requirements of Article 33 (3) PCT. 

D4 is concerned with recombinant negative strand RNA virus and particularly exemplified 
with an influenza virus. However, the teachings of D4 are intended to be general (page 25, 
lines 23-31). In view that coronaviruses are enveloped viruses containing a single-stranded 
infectious RNA genome, the IPEA considers that once the use of coronavirus Dl particles 
as vector systems for expressing heterologous gene products was known from D2 (also 
D3 and bearing in mind D1), the skilled person would have thought in using such Dl 
particles in agreement with the teachings of D4, i.e. construction of vaccines. Thus, the 
IPEA fails to see any inventive contribution for the general subject matter of claims 3-5, 
27-39. 42 and 44-45 which does not fulfil the requirements of Article 33 (3) PCT. 

No relevant prior art has been cited for the subject mater of claim 43 and thus, the IPEA 
considers that the specific neutralizing antibodies 6A.C3 are novel and that the prior art 
would not have led the skilled person to such antibodies in an obvious manner (Articles 33 
(2) and (3) PCT). 

3) The IPEA raises the following objections concerning the clarity and the scope of the 
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claims : 

a) in view of the important (structural and functional) differences among the different types 
of viruses (DNA, RNA, positive- and negative-strand DNA/RNA viruses, plant, bacterial 
viruses, etc.), the IPEA considers that the broad wording of the claims "defective viral 
genome" is not fully supported by the description (in the sense of Article 6 PCT) and that 
the description does not disclose the invention in a manner sufficiently clear and complete 
for the invention to be carried out by a person skilled in the art in the whole range claimed 
(Article 5 PCT). The Applicant has only disclosed general "defective coronaviral 
genomes", their use as expression vectors and recombinant systems for producing general 
coronaviral vaccines. 

b) In view that "defective coronaviral genomes" were already well known in the prior art 
(D1-D3), that their use as (recombinant) expression vectors had been also disclosed (D2 
and D3) and that their use for the production of "coronaviral" vaccines does not involve any 
inventive contribution (D1-D3 and in particular D2 in combination with D4), the IPEA 
considers that no single general inventive concept is present for the specific vaccines 
directed to (a) porcine (claims 27-30 and 42-43), (b) canine (claims 31-34) and (c) feline 
(claims 35-38) infectious agents (Rule 13 PCT). 

c) several claims directed to coronaviral vaccines are said to comprise different pathogen 
antigens of specific porcine pathogens (claim 30), canine pathogens (claim 34) and/or 
feline pathogens (claim 38). It is not clear whether such antigens are already known for 
each and all of the recited specific pathogens (and easily available to the skilled person) 
or else the wording of said claims is only a "desiratum" without any actual technical 
meaning. 

d) in this respect, the (arbitrary) abbreviation 6A.C3 (claim 43) do not define the subject 
matter in terms of real technical features (Article 6 PCT in combination with Rule 6.3 PCT). 
This monoclonal antibody is not characterized by technical features such as amino 
acid/nucleic acid sequence, deposit number (corresponding hybridoma), etc.. and it is not 
known whether such antibody would have been easily available to the skilled person so 
as to allow the person skilled in the art to carry out the invention (Article 5 PCT). 

e) The description refers alternatively to "TGEV" and to "VPGT" (see for instance 
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description of Figure 2 on page 3 and Figure 2, etc.). It is not clear whether both 
abbreviations are used for the same and identical virus or else there is a technical 
difference between them. 
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(54)Tftulo: VECTORES BASADOS EN GENOMAS VIRALES DEFECTTVOS RECOMBIN ANTES Y SU EMPLEO EN LA 
FORMULACION DE VACUNAS 

(57) Abstract 

The vectors comprise a recombinant defective viral genome which expresses at least one antigen appropriate for inducing secretory 
and systemic immune responses or an antibody which provides protection against an infectious agent. The viral defective genome comprises 
the genome of a parental virus which has the signs of recognition of the viral replicase which are located at the extremities 3* and 5', and 
comprises additionally internal deletions, and wherein said defective viral genome depends on a complementing virus for its replication and 
encapsidation. Said vectors are appropriate to form a recombinant system which comprises said expression vector and a complementing 
virus. The system is appropriate for the preparation of mono- and polyvalent vaccines against infectious agents of various animal species, 
specially pigs, dogs and cats, and as vehicles for the expression of protection antibodies against infectious agents. 

(57) Resumen 

Los vectores comprenden un genoma viral defective recombinante que expresa al menos un antfgeno adecuado para la inducci6n 
de respuestas inmunes sist6micas y secretoras o un anticuerpo que proporciona protection contra un agente infeccioso. El genoma viral 
defectivo comprende el genoma de un virus parental que tiene las sef&ales de reconocimiento de la replicasa viral localizadas en los extremos 
3* y 5*, que comprende ademas deleciones intemas, y en donde dicho genoma viral defectivo depende de un virus complementador para su 
replicaci6n y encapsidaci6n. Estos vectores son adecuados para formar un sistema recombinante que comprende dicho vector de expresi6n, 
y un virus complementador. El sistema es adecuado para la elaboration de vacunas mono- y polivalentes frente^ agentes infecciosos de 
distintas especies animales, especialmente cerdos, perros y gatos, y como vehfculos para la expresion de anticuerpos pro tec tores frente a 
agentes infecciosos. 
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VECTORES BASADOS EN GE NOMAS VIRALES DEFECTIVOS RECOMBINANTES 
Y SU EMPLEO EN LA FORMULAC ION DE VACUNAS 



CAMPO DE LA INVENCION 

5 Esta invencion se refiere a unos vectores basados en 

genomas virales defectivos recombinantes que expresan 
antigenos adecuados para la induccion de respuestas inmunes 
sistemicas y secretoras para la prevencion de infecciones en 
mucosas y a su empleo con fines vacunales junto con un virus 
10 complement ado r adecuado . 



ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

La obtencion de proteinas recombinantes utiiizando 
vectores de expresion es un hecho conocido desde hace tiempo. 

15 En general, los sistemas de expresion procarioticos y de 
levaduras son altamente eficaces y faciles de usar irientras 
que los sistemas de expresion que se utilizan con celulas 
eucaricticas superiores plantean algunos inconvenientes 
relacionados con bajos niveles ce produccion de proteinas y 

20 con limiraciones en el rango del hospedador. De los sistemas 
de expresion existentes para celulas eucarioticas superiores, 
los veer e res a base de baculovirus son los mas eficaces en 
termincs de produccion de prot?ina. Sin embargo, solo se 
pueden uriiizar en celulas de insecto que, como es conocido, 

25 glicosiian las proteinas de manera diferente a como lo hacen 
las celulas animaies. Adicionalmente, la construccion del 
virus recombinante sucede a traves de una recombinacion 
homologa, lo cual es una tecnica laboriosa especialmente 
cuando se lienen que analizar numerosas variantes geneticas. 

30 Por otra parte, se conocen vectores basados en virus ADN 

adecuados para expresar genes heterologos . No obstante, el 
empleo de vectores basados en ADN presenta numerosos 
inconvenientes, puesto que se replican en el nucleo de la 
celula huesped y pueden llegar a integrarse en dicho genoma, 

35 por lo que son poco seguros. Por el contrario, los vectores 
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basados en ARN superan los inconvenientes asociados con el 
empleo de virus ADN ya que no se replican en el genoma de la 
celula huesped sino en el citoplasma, la replicacion 
transcurre via ARN y no via ADN, y las posibilidades de que 
5 se integren en el genoma son muy pequenas, por lo que los 
vectores basados en estos virus ARN son mas seguros . 

Adicionalmente, se conocen particulas defectivas 
interf erentes (DI) , que contienen la capsida del virion y un 
genoma defectivo, que son unos mutantes subgenomicos de 

10 delecion generados mayoritariamente a partir de genomas 
virales infectives por un error de replicacion. En general, 
el termino "particula DI" se refiere a virus defectivos que 
carecen de una region del genoma ARN o ADN, contienen las 
proteinas y antigenos del virus, requieren la coinfeccion del 

15 virus parental infective para replicarse (virus 
complement ador ) e interfieren especif icamente con el virus 
complementador hcmologo al replicarse a sus expensas [Huang 
y" Baltimore, Nature, 226, 325-327 (1970)]. Los genomas DI 
surgen por reorcenamientos del genoma como resultado de 

20 "saltos" de la ARN poiimerasa de un ARN molde a otro o de un 
segmentc de un ARN molde a otrc segmento del mismo* Estos 
genomas DI, una vez generados, se amplifican a expensas del 
genoma parental ^ del virus amplificador que codifica las 
proteinas implicaaas en la replicacion y encapsidacidn y que 

25 debe competir con los genomas defectivos por tales productos . 

Se han obteniao y caracterizado particulas DI de algunos 
coronavirus tales como el virus de la hepatitis murina (MHV) , 
el virus de la bronquitis infecciosa (IBV) y el coronavirus 
bovino (BCV) , aunque no se han descrito particulas DI 

30 derivadas del virus de la gastroenteritis porcina 
transmisible (VGFT) . Una de las particulas DI naturales del 
MHV se ha utilizado como base para desarrollar un vector de 
expresion en el que el gen exogeno se inserta bajo el control 
de una secuencia promotora interna de transcripcion [Lin and 

35 Lai, J. Virol., 6110-6118, Oct. (1993)]. 
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En general , los vectores conocidos de expresion de genes 
heterologos basados en particulas DI presentan una serie de 
inconvenientes relacicnados con su especif icidad de especie 
y organo diana y con su limitada capacidad de clonaje, lo que 
restringe las posibilidades de uso de estos vectores tanto en 
investigacion basica como en investigacion aplicada a fines 
terapeuticos, incluyendo los fines vacunales . 

Por tanto, sigue existiendo la necesidad de disponer de 
vectores de expresion de genes heterologos que superen los 
-inconvenientes mencionados . En particular, seria muy adecuado 
disponer de unos vectores de expresion de genes heterologos 
que tuvieran una elevada seguridad y capacidad de clonaje y 
pudieran ser disenadcs de forma que se pudiera controlar 
facilmente su especif icidad de especie y su trcpismo. 

La presente invencion proporciona una solucion al 
problema existeme que comprende un vector basado en un 
genoma viral defective recombinante que expresa antigenos 
adecuados para inducir una respuesta inmune y para prevenir 
infeccicnes causadas por diversos agentes infecciosos de 
distintas especies animales. Los vectores de expresion de 
genes (o secuencias de ADN) heterologos proper cionados por 
esta invencion ~ienen una elevada seguridad 53i como una 
elevada capacidad de clonaje y pueden ser disenados de forma 
que se puede controlar facilmente su especif icidad de especie 
y su tropismo, per io que dichos vectores son adecuados para 
la formuiacion de vacunas capaces de conferir proteccion 
contra infecciones causadas por distintos agentes infecciosos 
de distintas especies animales. 

Por consiguiente, un objeto de la presente invencion lo 
constituye un vector basado en un genoma viral defective 
recombinante, que expresa al menos un antigeno adecuado para 
la induccion de una respuesta inmune, en particular, una 
respuesta inmune sistemica y secretora, frente a agentes 
infecciosos de distintas especies animales, o un anticuerpo 
que proporciona proteccion contra un agente infeccioso, 
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provisto de elevada seguridad y capacidad de clonaje y que 
puede ser disenado de forma que se puede controlar facilmente 
su especif icidad de especie y su tropismo. 

El genoma viral defectivo que sirve de base para la 
construccion de dicho vector tambien constituye un objeto 
adicionai de esta invencion. 

Otro objeto adicionai de esta invencion lo constituye un 
sistema recombinante de expresidn de proteinas heterologas 
que comprende (a) el vector previamente descrito y (b) un 
virus ccmplementador que facilita las proteinas implicadas en 
la replicacion y encapsidacion del genoma viral defectivo 
recombinante . 

Otro objeto adicionai de esta invencion lo constituyen 
unas vacunas capaces de inducir proteccion frente a 
infecciones causadas por distintos agentes infecciosos de 
distintas especies animales que comprende el sistema 
recombinante previamente descrito junto con un excipiente 
f armaceuTzicamente aceptable. Estas vacunas pueden ser mono-, 
o multivaientes dependiendo de si los vectores de expresion 
presentes en el sistema recombinante expresan uno, o mas 
antigenos capaces de inducir una respuesta inmune frente a 
uno, o mas agentes infecciosos. o uno o mas anticuerpos que 
proporcionan proteccion contra uno o mas agentes infecciosos. 

Otrcs objecos proporcionados por esta invencion 
comprenden un metcdo de inmunizacion de animales que consiste 
en la administracion de dicho sistema recombinante c vacuna, 
asi como un metodo para proteger a los animales recien 
nacidos contra agentes infecciosos que infectan a dichas 
especies . 

BREVE DESCRIPCION DE IAS FIGURAS 

La Figura 1 muestra la estructura del VGPT. El virion es 
una particula esferica formada por una envuelta lipidica en 
cuyo interior se encuentra una molecula de ARN de 28,5 
kilobases (kb) de cadena sencilla y polaridad positiva. Este 
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ARN esta asociado a la proteina N formando la nucleocapsida . 
Las proteinas estructurales M y sM se encuentran incluidas en 
la membrana. La proteina S se agrupa en trimeros y esta 
anclada en la parte externa de la envuelta formando los 
peplomeros . 

La Figura 2 rauestra la organizacion genomica de los 
cuatro coronavirus secuenciados: MHV, IBV, HCV229E 
(coronavirus humano 229E) y VGPT. Las fases abiertas de 
lectura que codifican cada proteina se representan a escala. 
En cada genoma se indica con flechas el principio de los ARNm 
que expresa cada virus. El numerc de ARNm expresados por los 
virus MHV o VGPT puede variar dependiendo de la cepa viral. 
En este esquema las flechas del VGPT se corresponden con los 
ARNm que expresa la cepa THER-1. Los ARNm son 3 ' -coterminales 
y se numeran siguiendo un ^rden decreciente de tamano. 

La Figura 3 muestra la expresion del genoma del VGPT, 
cepa THER-1. Se indica la disposicion de las fases de lectura 
abierta ;ORF) en el genoma: Pol, polimerasa; S, sM, M y N, 
proteinas estructurales; nsp 3a, 3b y 7, proteinas no 
estructurales (la proteina 3b no se produce con este virus) . 
El genoma se transcribe en un ARN de igual iongitud pero 
polaridad negativa (-) que servira de molde para la sintesis 
de los ~ ARNm il a 7) . En cada ARNm se representa la 
secuencia comun, lider, del extremo 5 1 (cuadrado) , el tramo 
de poliadenina en el extremo 3 1 y la zona que se traduce en 
cada uno de ellos (lineas gruesas). 

La Figura -4 muestra la evolucion del titulo de los 
aisladcs del VGPT THER-1 (A) y ?UR46-/nar 1CC12 (B) con el 
numero de pase a alta mul tiplicidad de infeccion (m.d.i.) en 
celulas ST. 

La Figura 5 muestra los resultados del analisis 
electroforetico de los ARNs producidos en celulas ST 
infectadas con virus THER-1 pasado 4 6 veces a alta m.d.i. El 
numero de pase se indica encima de cada canal mientras que 
las barras a la izquierda indican la posicion de los 
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marcadores de peso molecular (el ARN genomico del VGPT y 
marcadores GibcoBRL) , expresados en kb. Las barras a la 
derecha indican los ARNm del VGPT y los ARNs defectives 
interf erentes (DI). NI, no infectado. 
5 La Figura 6 muestra los resultados del analisis en 

ensayos tipo Northern del ARN de celulas ST infectadas con el 
virus THER-lp35. 

La Figura ^ muestra los resultados de ensayos tipo 
Northern del ARN procedente de pases diluidos del virus THER- 

10 l-STp41 en celulas ST. 

La Figura S muestra el efecto del cambio de linea 
celular en la propagacion de los ARNs defectivos A, B y C. El 
virus THER-l-STp46 se paso diez veces sin diluir en celulas 
IPEC (epitelio intestinal de cerdo) , y cinco en celulas PM 

15 (macrofagos porcinos) . Figuras 8A y 8B, evolucion del titulo 
viral ccn el niimero de pase en celulas IPEC y PM, 
respectivamente . Figura 8C f analisis del ARN de celulas ST 
infectadas con virus procedente de los pases 1 y 10 en IPEC 
(por marcado metabolico con 32 Pj.) , o de los pases 1 y 5 en PM 

2 0 (por hibridacion con un oligonucleotide complement ario al ARN 
lider) . 

La Figura ? muestra la er.capsidacion de los genomas 
defectives A, B y C . La Figura ?A muestra un gel de agarosa 
tenido con bromuro de etidio, en el que se analiza el ARN 

25 extraido de viricnes purificados, por medio de centr if ugacion 
a traves de un ccichon de sacarcsa del IS** (p/v) , del pase 1 
y del pase 41. In el canal del pase 41 se observan los ARNs 
A, B y C, ademas del genoma parental. Las barras de la 
izquierda indican marcadores de movilidad en kb. La Figura 9B 

30 muestra los resultados del analisis del ARN de viriones del 
pase 41 purificados por centri f ugacion a traves de colchones 
o de un gradienre continuo de sacarosa, en ensayos tipo 
Northern con un oligonucleotide complementario al ARN lider. 
Como marcadores se utilizaron los ARNs comerciales de 

35 GibcoBRL y ARN de viriones del pase 1 (canal a) . Canales b y 
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colchones de sacarosa del 31% y 15% (p/v) , respectivamente. 
Canales dye, ARN extraido de virus purificado a traves de 
un colchon continuo de sacarosa, fracciones de densidad 1,20 
5 y 1,15 g/ml, respectivamente. 

La Figura 10 muestra la estrategia de clonaje de los 
ARNs defectivos DI-3 y DI-C, donde se observa una 
representacion esquematica de los fragmentos de ADN 
complementario (ADNc) obtenidos por RT-PCR utilizando como 

10 molde ARN genomico de longitud total (A) , DI-3 (B) y DI-C 
(C) . Las lineas discontinuas indican la ausencia del 
fragmentc previsto debido a su gran tamano. Los ARNs 
defectivos se clonaron en cuatro fragmentos solapantes (a, b, 
c y d) , represenrados por lineas; los numeros debajo de estas 

15 lineas indican el tamano del fragmento determinado en geles 
de agarosa. Los oligonucleotides utilizados como iniciadores 
y su polaridad s-? indican mediante flechas y numeros. La 
secuencia de los oligonucleotides se indica en la Tabla 2. 
Las cajas rayadas o airiertas en (A) indican la posicion 

20 relativa de los genes virales: pol, polimerasa; S, M y N, 
genes esiructuraies; 3a, 3b, sM y 7, ORFs pequenas. Los 
cuadrados negrcs mas estrechos indican la secuencia lider. 

La Figura 11 muestra Ics resultados del analisis 
electrof oretico de los productos de PCR obtenidos en la 

25 amplif icacion de los ARN defectivos. El ARN de viriones 
purificados THER-lpl o THER-lp41 se utilizo como molde en una 
reaccion de RT-PCR con los oligonucleotides 1 y 2 (a) , 3 y 4 
(jb) , 5 y 6 (c) c 7 y 8 (d), cuya secuencia y posicion en el 
genoma parental se indica en la Tabla 2. En cada caso se 

30 indica el canal correspondiente al ARN molde del pase 1 (ARN 
genomico parental) o del pase 41 (ARN genomico parental, DI- 
A, DI-B y DI-C) , y el canal de marcadores de movilidad de DNA 
(M, GibcoBRL) . Los numeros en negrita indican el tamano en kb 
de los productos de amplif icacion especificos de los ARNs 

35 defectivos. ARNs B+C, ARNs B y C purificados de banda en un 
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experimented de f raccionamiento por gel de los ARNs del virus 
THER-l-STp41 . Los ARNs B y C migran muy proximos, y se 
cortaron como una banda unica. 

La Figura 12 muestra la secuencia completa del ADNc del 
ARN DI-C [vease la SEC. ID. N° 24], obtenida por 
secuenciacion de los fragmentos solapantes de clonaje a, b, 
c y d. Ei ARN DI-C ha mantenido cuatro regiones discontinuas 
del genoma parental: I, II, III y IV. Los puntos de union de 
estas regiones se indican en la secuencia mediante flechas. 
Se indica la traduccion de las tres ORFs presentes en el 
genoma DI-C: la ORF de 6,7 kb quimerica que results de la 
fusion de las regiones discontinuas I y II en fase; la mini- 
ORF de tres aminoacidos que la precede en fase y la ORF que 
comienza en el AUG del gen S. Se han sombreado las regiones 
de alta homologia con los dominios proteicos descritos en 
otros ccronavirus como responsables de las funciones 
polimerasa, helicasa y sitio de union a metales. Las 
secuencias promotoras de transcripcion CTAAAC se indican 
sombreadas. La zona de solapamiento entre las ORFs la y lb 
(41 nucleotidos) se presenta /ombreada, y se indica la 
secuencia "de deslizamiento" del ribosoma subrayada, y el 
codon de terminacion de la ORFla encuadrado. En las 
posiciones 637, 6397 y 6485 se indican los cambios puntuales 
respecto al genoma parental. Se indican los nucleotidos 
presentes en el genoma parental en estas posiciones. 

La Figura 13 muestra un diagrama de la estructura del 
ARN DI-C. La longitud genomica rotal se muestra a la derecha 
de los recuadros. El ARN DI-C contiene cuatro regiones 
discontinuas (I, II, III y IV) del genoma del VGPT . Estas 
regiones comprenden 2,1 kb del extremo 5' del genoma, la 
ORFlb casi completa incluyendo la zona de solapamiento entre 
las ORFs la y lb, el principio del gen S, la ORF7 incompleta 
y la region 3 1 no traducida. Las letras y los numeros sobre 
el recuadro del genoma parental indican los genes virales. 
Los numeros debajo del recuadro indican la posicion en el 
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genoma parental de los nucleotides flanqueantes de las 
regiones discontinuas , tomando como referenda la secuencia 
del aislado VGPT PUR4 6-PAR. En el recuadro correspondiente al 
ARN DI-C, la longitud de las cuatro regiones discontinuas se 
5 indica en nucleotidos. En el tercer recuadro se indica el 
numero de nucledtidos derivado de cada gen viral, teniendo en 
cuenta que las ORFs la y lb se solapan 43 nucleotides en el 
genoma parental. Las fases abiertas de lectura que predice el 
analisis por ordenador se indican por flechas o cabezas de 

10 flecha. ?nt, falso lazo (pseudeknot) ; Pol, polimerasa; Mib, 
dominio de union a metales [metal ion binding) ; Hel, 
helicasa; Cd, dominio coservado [conserved domain) . 

La Figura 14 muestra la estructura del ARN DI-E. El ARN 
DI-B ccn~iene tres regiones discontinuas (I, II y III) del 

15 genoma del VGPT que comprenden 2,1 kb del extreme 5' del 
genoma, la ORFlb completa incluyendo la zona de solapamiento 
entre las ORFs la y lb, el principio del gen S, el final de 
la ORF7 y la region no traducida del extremo 3 T . Las letras 
y los numeros sobre el recuadro del genoma parental indican 

20 los genes virales. Los numeros debajo del recuadro indican la 
posicion en el genoma parental de los nucleotidos 
flanqueantes de las regiones discontinuas, tomando como 
referencia la secuencia del aislado VGPT PUR 4 6 -PAR . La 
heterogeneidad en el tamano de la delecion ocurrida entre las 

25 regiones discontinuas II y III hace que en realidad exista 
una poblacion de genoma s DI-B. En el segundo y tercer 
recuadrc se indica la longitud en nucleotidos de las tres 
regiones discontinuas para los genomas de mayor y menor 
tamafio, respectivamente . En el zercer recuadro se indica el 

3 0 numero de nucleotidos derivado de cada gen viral, teniendo en 
cuenta que las ORFs la y lb se solapan 43 nucleotides en el 
genoma parental. Las fases abiertas de lectura que predice el 
analisis por ordenador se indican por ilechas o cabezas de 
flecha. Pnt, falso lazo (pseudeknot); Pol, polimerasa; Mib, 

35 dominio de union a metales \metal ion binding) ; Hel, 
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helicasa; Cd, dominio coservado (conserved domain) . 

La Figura 15 muestra la estructura secundaria y 
terciaria del ARN en la zona de solapamiento entre las ORFs 
la y lb en el ARN DI-C. (A) Estructura que se predice al 
5 considerar la region mas cercana a la estructura de horquilla 
que presenta compiementariedad con los nucleotidos del lazo 
para constituir el pseudoknot (nucleotidos 2354 a 2358) . La 
secuencia "de deslizamiento" UUUAAAC esta subrayada. El codon 
de terminacion de la ORFla se indica encuadrado. (B) 

10 Representacion esquematica de este pseudoknot, que implica 
dos tramos de compiementariedad de secuencias (stems: SI y 
S2). La secuencia de desiizamiento se representa encuadrada . 
(C) Un modelo alternativo considerando la secuencia del 
nucleotido 2489 al 2493 en el plegamiento del pseudoknot. 

15 Esta estructura contiene un tramo de compiementariedad de 
secuencia [stem) adicional . D) Representacion esquematica del 
pseudoknot, en la que se senalan los tres stems: SI, S2 y S3, 
La Figura 1c muestra el mapeo de los ARNs DI por 
hibridacien con oligonucleotides especificos para el virus en 

20 ensayos tipo Northern. El ARN del virus THER-l-STp41 se 
fracciono en geles de agarosa hasta conseguir una separacion 
clara de los ARNs del genoma parental y DI A, 3 y C. El ARN 
se transfirio a filtros de nailon que se hibridaron con 
varios oligonucleotides marcados con 32 Pi, que hibridaron con 

25 el genoma parental ( + ), e hibridaron ■; + ) o no (-) con los 
genomas defectives. La locaiitacion aproximada de las 
secuencias compiementarias a los oligonucleotides en el 
genoma parental se indica ccr. flechas. Su secuencia y 
posicion exactas se indican en la Tabla 3. Todos los 

30 oligonucleotides hibridaron con el genoma parental y dieron 
los resultados esperados con los ARNs B y C. 

La Figura 17 muestra un esquema de obtencion de virus 
vacunales por transfeccion de ceiulas infectadas con ARN DI- 



C. Se ilustra un esquema prototipo de la construccion que 
35 permitio la obtencion de ARN DI-C por transcripcion in vitro, 
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manteniendo los extremos 5 f y 3 f presentes en la particula 
defective original. La secuencia del promotor del 
bacteriofago T7 [PrT7] y la secuencia del ribozima 
autocatalitico del virus de la hepatitis delta (HDV) [Rz HDV] 
5 se clonaron flanqueanco la secuencia del ARN DI-C. Sobre la 
secuencia se senala el punto de corte autocatalitico 
introducido por ia ribozima. Las puntas de flecha indican las 
posiciones de las secuencias promotoras de transcripcion 
interna mantenidas de forma natural en el ARN DI-C. L, lider. 
10 *T7c|>, senales de terminacion de transcripcion del bacteriofago 
T7 . Se rescataron viriones que encapsidaron tanto el virus 
complementador como los genomas defectives en los que se 
habian clonado los genes heterologos, al transfectar los ARNs 
transcritos in vitro sobre celulas ST infectadas con el virus 
15 complementador correspondiente . 

La Figure 18 muestra un esquema prototipo de la 
construccion que permitio la cbtencion de pDIA-6A.C3 por 
transcripcion in vitro, manteniendo los extremos 3 T y 5 f 
presentes en la particula defectiva original. La secuencia 
20 del promotor del bacteriofago T~ [T7Pr] y la presencia del 
ribozima autocatalitico del virus de la hepatitis delta (HDV) 
[Rz HDV] se clonaron fianqueando la secuencia del ADNc que 
codifica un ARN autoreplicativc . El plasmido pDIA-6A.C3 
contiene el gen que codifica el anticuerpo monoclonal 6A.C3 
25 que neutraliza el VGFT [vease el Ejemplo 4]. El clonaje del 
gen heterologo se hizo despues de ia ORFlb, siguiendo el 
codon iniciador X AUG) del gen S, y en fase de lectura con 
este gen [IGS: secuencia intergenica; L: secuencia lider; D: 
region D (diversity region); J: Region J {joining region); 
30 VH: Modulo variable de la cadena pesada de inmunoglobulina; 
CH: Modulo constante de la cadena pesada de inmunoglobulina; 
VK: Modulo variable de la cadena ligera de inmunoglobulina; 
CK: Modulo constante de la cadena ligera de inmunoglobulina; 
poliA: secuencia poliA; T7<j>: terminador de la transcripcion 
35 de T7] . 
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Esta invencion proporciona vectores de expresion de ADNs 
heterologos, basados en genomas virales defectivos 
recombinantes que expresan, al menos, un antigeno adecuado 
para la induccion de una respuesta inmune frente a distintos 
agentes infecciosos de distintas especies animales, o un 
anticuerpo que proporciona proteccion contra un agente 
infeccioso, provistos de elevada seguridad y capacidad de 
clonaje y que pueden ser disenados de forma que se puede 
controlar facilmente su especif icidad de especie y su 
tropismo . 

Ei termino "agente infeccioso" en el sentido utilizado 
en esta descripcion incluye a cualquier agente infectivo 
viral, bacteriano o parasitario que puede infectar a un 
animal y ocasionarle una patologia, 

Bajo el termino "especie animal" se incluye a animales 
de cualquier especie, pref erenremente mamiferos y mas 
pref erenter.v~nte de las especies porcina, canina o feiina. 

En una realizacion particular de esta invencion se 
proporcionan vectores de expresion basados en genomas virales 
defectivos recombinantes que expresan al menos un antigeno 
adecuado para la induccion de una respuesta inmune sistemica 
y secretora, para la prevencion de infecciones en mucosas, 
disenados para poder controlar facilmente la especif icidad de 
especie y su tropismo para _nfectar mucosas enter icas o 
respiratcrias, por lo que son muy adecuados para inducir 
inmunidad en mucosas e inmunicad lactogenica, de especial 
interes en la proteccion de neonazos frente a infecciones del 
tracto intestinal- En otra realizacion particular de esta 
invencion se proporciona un vector de expresion basado en un 
genoma viral defectivo recombinance que expresa, al menos, un 
anticuerpo que proporciona proteccion contra un agente 
infeccioso . 

Los vectores de expresion proporcionados por esta 
invencion comprenden un genoma viral defectivo derivado de un 
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virus, pref erentemente, un virus con genoma ARN y polaridad 
positiva, que mantiene los extremos 3 ? y 5 1 del virus 
parental, tiene deleciones internas y depende de un virus 
complement ador para su replicacion. Por tanto, la invencion 
5 proporcicna, ademas, un genoma viral defectivo que ccmprende 
el genoma de un virus parental que tiene las senaies de 
reconocimiento de la replicasa viral localizadas en los 
extremos 3 f y 5 ? , que comprende ademas deleciones internas, 
y en donde dicho genoma viral defectivo depende de un virus 

10 complement ador que facilita las proteinas funcionales y 
estructurales para la replicacicn y encapsidacion del genoma 
viral defectivo recombinante. En una realizacion particular, 
el genoma viral defectivo comprende, ademas, la secuencia 
completa que codifica la replicasa del virus parental. En 

15 este caso, si se desea, el virus complementador puede 
facilitar solo las proteinas estructurales necesarias para la 
encapsidacion del genoma vira^. defectivo recombinante o, 
alternativamente, las proteinas funcionales y estructurales 
para la replicacion y encapsidacion del genoma viral 

20 defectivo recombinante. Cuando el virus del que deriva el 
genoma defectivo es un virus ccn genoma ARN, el vector de 
expresicn comprende el ADN compiementario (ADNc) a dicho ARN 
defectivo o un ADNc sustancialmente compiementario a dicho 
ARN defectivo. 

25 Los vectores proporcionadcs por esta invencion tienen 

una elevada capacidad de clonal e, de al menos 18 kb, que es 
la mayor capacidad de clonaje descrita para un vector basado 
en virus eucarioticos ARN. Adicionalmente, estos vectores 
tienen una elevada seguridad puesto que (a) estan basados en 

30 genomas defectivos, (b) comprenden genomas ARN y no utilizan 
ADN como intermedio repiicativo, y (c) estan basados en virus 
que crecen en el citoplasma de las celulas infectadas, todo 
lo cual hace que el genoma defectivo no pueda recoitibinar con 
el cromosoma celular. 

35 En una realizacion particular de esta invencion se 
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describe la obtencion de genomas ARN defectivos derivados de 
coronavirus, particularmente, del VGPT. Estos genomas tienen 
la ventaja adicional de que la frecuencia de recombinacion 
del VGPT es muy baja (<1 x 10 9 ) lo que hace que el genoma 
5 defectivo no recombine con facilidad con el genoma del virus 
complementador ♦ No obstante , aunque se diese esta 
recombinacion, se obtendria un virus atenuado puesto que la 
invencion contempla la conveniencia de utilizar el mismo 
virus atenuado tanto como virus complementador como material 

10 de partida para la obtencion del genoma defectivo. 

Los genomas defectivos que constituyen la base de tales 
vectores pueden obtenerse por pases seriados sin diluir del 
virus del que derivan, en distintos sistemas celulares. La 
frecuencia de generacion de particulas DI puede variar mucho 

15 en distintos sistemas virus-celula, por lo que es conveniente 
efectuar los pases con distintos aislados del virus en 
distintas lineas celulares al objeto de seleccionar el 
aislado y la linea celular adecuados . Al cabo de un cierto 
numero de pases, se aisian los virus y se utilizan para 

20 analizar los ARNs intracelulares producidos en la infeccion 
con el fin de observar ia posible aparicion de bandas que no 
correspondan a ningun ARN mensajero (ARNm) viral, en cuyo 
caso, para analizar ia naturaleza de esos nuevos ARNs, 
subgenomicos o defectives, se continuan los pases seriados 

25 sin diluir con el virus parental. Al cabo de unos pases, se 
analiza ia evolucion del patron de ARNs a lo largo de los 
pases seriados para lo cual se infectan celulas del sistema 
celular adecuado con virus procedentes de distintos pases y 
se analizan los ARNs producidos por tecnicas convencionales , 

30 por ejemplo, marcaje metabolico con 32 Pi o hibridacion con un 
oligonucleotide apropiado. En el Ejemplo 1 se describe de 
forma detallada ia obtencion y caracterizacion de unos ARNs 
defectives derivados del VGPT. 

Con los ARN defectivos se pueden obtener los ADNc 

35 correspondientes, complementarios o sustancialmente 
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complementarios, a dichos ARN defectivos, mediante una 
reaccion de transcriptasa inversa (RT) y amplif icacion en 
cadena de la polimerasa (PCR) / en adelante RT-PCR. A 
continuacion, los ADNc se pueden clonar en plasmidos 
adecuados, por ejemplo Bluescript II, bajo el control de 
promotores eficaces. Los plasmidos resultantes contienen el 
genoma viral defectivo bajo el control de unos elementos 
reguladores, que contienen las senales de regulacion y 
control de la replicacion asi como del inicio y terminacion 
de la transcripcion y iraduccion. Asi, estos plasmidos pueden 
incluir secuencias poliA, secuencias de corte auto-catalitico 
o de reconocimiento de enzimas de restriccion que permiten la 
insercion del ADN heterologo, y las seriales de regulacion, 
control y terminacion correspondientes . 

Los plasmidos conteniendo el genoma defectivo, o el ADNc 
correspondiente, asi obtenidos se pueden manipular por 
tecnicas de Ingenieria Genetica convencionales para clonar, 
al menos, una secuencia de ADN heterologo, que codifica una 
determinada actividad, bajo el control del promotor de un gen 
que este presente en los genomas defecrivos u cualquier otro 
promotor del virus del que deriva el genoma defectivo o 
variante de estos prcmotores con eficiencia aumentada, y de 
las secuencias reguladoras contenidas en el vector de 
expresion resultanre. En el Sjemplo 2 se describe la 
generacion de vec:cres de expresion que codifican antigenos 
que inducen proteccien f rente a distintos virus. 

Los vectores de expresion proporcionados por esta 
invencion pueden expresar una o mas actividades, tales como 
uno o mas antigenos capaces de inducir respuestas inmunes 
frente a distintos agentes infecciosos, o uno o mas 
anticuerpos que proporcionan proteccion contra uno o mas 
agentes infecciosos. En una realizacion particular y 
preferida, estos vectores expresan, al menos, un antigeno 
capaz de inducir una respuesta inmune sistemica o una 
respuesta inmune en mucosas frente a distintos agentes 



WO 97/34mS 



PCT/ES97/0O059 



16 

infecciosos que se propagan en mucosas respiratorias o 
entericas. En otra realizacion particular y preferida, dichos 
vectores de expresion expresan, ai menos, un gen que codifica 
las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo de cualquier 
5 isotipo (por ejemplo, IgG lf IgA, etc.) que proporciona 
proteccion contra un agente infeccioso. En un caso particular 
el anticuerpo expresado es el anticuerpo monoclonal 
identificado como 6A.C3 [vease el Ejemplo 4] que neutraliza 
el VGPT, expresado con isotipos IgGx o IgA en el que la parte 

10 constante de la inmunoglobulina es de origen porcino. 

En una realizacion particular de esta invencion, el 
cionaje de los genes heterologos en un plasmido que contenia 
un ADNc de un ARN defectivo derivado del VGPT, se hizo 
despues de la ORFlb, siguiendo el codon iniciador (AUG) del 

15 gen S, y en fase de lectura con este gen (Ejemplo 2). 
Alternativamente, las secuencias cie ADN heterologas se pueden 
clonar en otras zonas del genome, por ejemplo en las zonas 
correspondientes a las ORFs 1, 2 6 7 del VGPT. A partir de 
los plasmidos resultantes se expresan ARNs utilizando una 

20 polimerasa adecuada, con los que se transforman celulas 
apropiadas previamente infectadas con un virus colaborador 
atenuadc, con io que se pueden rescatar viriones conreniendo 
el genoma del virus complementaaor y ::ros con el genoma 
defectivo (Figura 17). 

25 Alternativamente, los vec::res de expresion de esta 

invencicn permiten la expresicn de uno o varies genes 
utilizando la misma estrategia arriba descrita. Para ello, se 
pueden utiiizar uno o varios prcmotores , o bien un promotor 
y varios sitios de reconocimiento del ribosoma (IRES), o 

30 alternativamente varios promotores y un sitio de 
reconocimiento del ribosoma. 

La invencion tambien proporciona un sistema recombinante 
de expresion de proteinas heterologas que comprende (a) el 
vector previamente descrito y (b) un virus complementador que 

35 facilita las proteinas implicadas en la replicacion y 
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encapsidacion del genoma viral defectivo recombinante. Por 
tanto, se proporciona un sistema recombinante de expresion de 
proteinas heterologas basado en genomas virales defectivos 
recombinantes que expresan proteinas con al menos una 
5 determinada actividad, que comprende: 

a) un vector recombinante que ccntiene un genoma viral 
defective para el que, en su caso, se ha obtenido un ADNc 
manipulable por Ingenieria Genetica convencional que tiene 
las senaies de reccnocimientc para la replicasa viral 

10 localizadas en los extremes 3 f y 5', comprende ademas unas 
deleciones internas, y al menos una secuencia de ADN que 
codifica una actividad, por ejemplo, un antigeno capaz de 
conferir inmunidad sistemica y en mucosas, o un anticuerpo 
que proporciona proteccion contra un agente infeccioso; y 

15 b) un virus complementador que proporciona las proteinas 

funcionaies y estructurales para la replicacion y 
encapsidacion del genoma defectivo. 

Alternativamente, el sistema recombinante de expresion 
de proteinas heterologas comprende un vector de expresion, 

20 del tipo previamente descrito, que comprende la secuencia 
completa que codifica la replicasa del virus parental y un 
virus parental complementador que proporciona las proteinas 
estructurales para la encapsidadcion del genoma defectivo y, 
opcionalmente, las proteinas funcionaies (replicasa) para la 

25 replicacion del genoma \ r iral defectivo. 

Estcs sistemas permiten la expresion bien de aniigenos 
capaces de inducir una respuesta inmune o bien de anticuerpos 
que proporcionan proteccion contra agentes infeccioscs, por 
lo que son adecuados para su empleo con fines vacunales y de 

30 proteccion f rente a infecciones. 

La invencion tambien proporciona unas vacunas capaces de 
inducir proteccion frente a infecciones causadas por 
distintos agentes infecciosos de distintas especies animales 
que comprenden (i) el sistema recombinante arriba descrito, 

35 constituido por (a) un vector de expresion basado en un 
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genoma viral defective en el que se clona la secuencia de ADN 
heterologa y (b) el virus complementador que colabora en la 
replicacion del genoma defective junto con, opcionalmente, 
(ii) un excipiente f armaceuticamente aceptable. Las vacunas 
proporcionadas por esta invencion son adecuadas, por tanto, 
para conferir inmunidad contra distintos agentes infecciosos 
de distintas especies animales. 

Por "conferir inmunidad", en ei sentido utilizado en 
esta descripcion, debe entenderse la puesta en marcha en el 
organismo receptor (animal a tratar) , por parte del sistema 
recombinante previamente descrito, de los mecanismos 
adecuados, tales como celulas presentadoras de antigenos, 
linfocitos B y T, anticuerpos, sustancias potenciadoras de la 
respuesta celular ( interleuquinas , interferones, etc.), 
factores de necrosis celulares y sustancias similares que 
hacen que el animal quede protegido frente a infecciones 
causadas por agentes patogenos. 

Las vacunas proporcionadas por esta invencion pueden ser 
monovalentes o mult ivalentes dependiendo de si los vectores 
de expresion presentes en el sistema recombinante expresan 
uno o mas antigenos capaces de inducir una respuesta inmune 
frente a uno o mas agentes infecciosos. Los vectores de 
expresion pueden ser monovalentes o polivalentes segun 
expresen uno o mas anticuerpos que proporcionan proteccion 
contra uno o mas agentes infeccicsos. 

La especif icidad de especie se ccntrola de forma que el 
virus complementador exprese la prcteina de la envuelta 
adecuada para ser reconocida por los receptores celulares de 
la especie correspondiente . Un grupo particular de vacunas 
proporcionadas por esta invencion comprende como virus 
complementador un coronavirus, preferentemente, un 
coronavirus porcino, canino o felino. 

Estas vacunas son especialmente adecuadas contra agentes 
infecciosos porcinos, caninos y felinos, que infecten las 
mucosas de estas especies o las utilicen como via de entrada. 
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En una realizacion particular de esta invencion se 
proporcionan vacunas monovalentes capaces de proteger cerdos, 
perros y gatos contra distintos agentes infecciosos porcinos, 
caninos y felinos, y el tropismo se controla expresando la 
glicoproteina S de un coronavirus . 

Las vacunas monovalentes contra agentes infecciosos 
porcinos pueden contener un vector de expresion que exprese 
un antigeno seleccionado del grupo esencialmente constituido 
por antigenos de los siguientes patogenos porcinos: 
"Actinobacillus pieuropneumoniae, Actinobacillus suis, 
Haemophilus parasuis, Parvovirus porcino, .eptospira, 
Escherichia coli, Erysipelotrix rhusiopathiae, Pasterella 
multocida, Bordetella bronchiseptica, Clostridium sp., 
Serpulina hydiosenr eriae, Mycoplasma hyopneumoniae, virus de 
la diarrea epidemica porcina (PEDV) , coronavirus respiratorio 
porcino, rotavirus, o contra los patogenos causanies del 
sindrome respiratorio y reproductive porcino, la enfermedad 
de Aujeszky : Pseudorabies ) , influenza porcina o 
gastroenteritis transmisible y el agente etiologies de la 
rinitis atrofica y ae la ileitis prolif erativa . 

Las vacunas monovalentes contra agentes infecciosos 
caninos pueden contener un vector de expresion que exprese un 
antigeno seleccionado del grupo esencialmente constituido por 
antigenos de los siguientes patogenos caninos: herpesvirus 
caninos, adenovirus canino tipes 1 y 2 , parvovirus canino 
tipos 1 y 2, reovirus canino, rotavirus canino, coronavirus 
canino, virus de la parainfluenza canina, virus de la 
influenza canina, virus del moquilio (Distemper virus) , virus 
de la rabia, retrovirus y calicivirus canino. 

Las vacunas monovalentes rontra agentes infecciosos 
felinos pueden contener un vector de expresion que exprese un 
antigeno seleccionado del grupo esencialmente constituido por 
antigenos de los siguientes patogenos felinos: calicivirus 
del gato, virus de la inmuno-def iciencia felina, herpesvirus 
felinos, virus de la panleucopenia felina, reovirus felino, 
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rotavirus felino, coronavirus felino, virus de la peritonitis 
infecciosa del gato, virus de la rabia, Chlamydia psittaci 
felina, y virus de la leucemia felina. 

Los vectores pueden expresar un anticuerpo que 
proporciona proteccion contra un agente infeccioso, por 
ejemplo, un agente infeccioso pcrcino, canino o felino como 
los citados previamente ♦ En una realizacion particular, se 
han elaborado unos vectores que expresan el anticuerpo 
r onoclonai recombinante idenzificado como 6A.C3 que 
neutraiiza el VGPT . 

Las vacunas proporcionadas por esta invencion son 
capaces de proteger a los lechones mediante la induccion de 
una inmunidad lacccgenica, lo que tiene un especial interes 
en la proteccion de neonatos frenre a infecciones del tracto 
intestinal. 

En general, las vacunas proporcionadas por la invencion 
pueden ccntener una cantidad de antigeno capaz de introducir 
en el animal a inmunizar un tlzulo de virus complementador 
de, al menos, 10 8 unidades formadoras de placa (ufp) . 

Como excipiente puede utilizarse un diluyente tai como 
suero saiino fisiologico u ztras soluciones salinas 
similares. Asimismo, estas vacunas pueden contener tambien un 
adyuvante de los habitualmente uzilizados en la formulacion 
de vacunas, tanto acuoso, tal como hidroxido de aluminio, 
QuilA, suspensiones de geles de alumina y similares, como 
oleoso, a base de aceites minerales, gliceridos y derivados 
de acidc graso, y sus mezclas, por ejemplo, Marcol 52 (ESSO 
Espanola 3*A.), Simulsol 51C: (SEPIC) y Montanide 888 
(SEPIC) . 

Estas vacunas tambien pueden contener sustancias 
potenciadoras de la respuesta celular (PRC) , es decir, 
sustancias potenciadoras de subpoblaciones de celulas T 
helper (Thi y Th 2 ) tales como ir.rerleuquina-1 (IL-1), IL-2, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, g-IFN i gamma interferon), factor de 
necrosis celular y sustancias similares, que podrian, 
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teoricamente, provocar inmunidad celular en los animales 
vacunados . Estas sustancias PRC podrian utilizarse en 
f orraulaciones vacunales con adyuvantes acuosos u oieosos. 
Tambien pueden utilizarse otro tipo de adyuvantes que modulan 
5 e inmunoestimulan la respuesta celular tales como el MDP 
(muramil dipeptido) , ISCOM (Immuno Stimulant Complex) o 
liposomas . 

La invencion proporciona vacunas multivalentes capaces 
de prevenir y proteger animales de distintas infecciones. 

10 Estas vacunas multivalentes pueden elaborarse a partir de 
vectores de expresion en los que se han insertado las 
distintas secuencias que codifican los antigenos 
correspondientes en el mismo vector recombinante o bien 
construyendo vectores recombinarites independientes que 

15 posteriormente se mezclarian para su co-inoculacion junto con 
el virus complementador . Per tanto, estas vacunas 
multivalentes comprenden un sistema recombinante en el que el 
propio vector de expresion contiene mas de una secuencia de 
ADN que codifica mas de un antigeno o alternativamente, el 

20 sistema recombinante utilizado en la elaboracion de la vacuna 
puede coniener distintos vectores de expresion que expresen 
cada uno de ellos al menos un antigeno distinco. La 
limitacicn existente en este tipo de vacunas multivalentes 
radica en que dichos vectores expresen antigenos de agentes 

25 infecciosos de una misma especie animal y que el virus 
complementador sea el adecuado para tai especie. 

Analogamente, sf. pueden preparar vacunas multivalentes 
que comprenden vectores multivalentes utilizando secuencias 
que codifican anticuerpos que proporcionan proteccion contra 

30 agentes infecciosos en lugar de secuencias que codifican los 
antigenos, Estos vectores pueden contener un sistema 
recombinante que comprende bien un vector de expresion que 
contiene mas de una secuencia de ADN que codifica mas de un 
anticuerpo o bien distintos vectores de expresion que 

35 expresan, cada uno de ellos, al menos, un anticuerpo 
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distinto . 

En una realizacion particular de esta invencion se 
proporcionan vacunas capaces de conferir inmunidad a cerdos, 
perros y gatos contra distintos agentes infecciosos porcinos, 
5 caninos y felinos, repectivamente . Para ello, los vectores de 
expresion contenidos en el sistema recombinante de la vacuna 
deben expresar distintos antigenos de los patogenos porcinos, 
canmos o felinos previamente mencionados. 

Las vacunas de esta invencion pueden presentarse en 
10 forma liquida o liofilizada y pueden prepararse suspendiendo 
los sistemas recombinantes en el excipiente. Si dichos 
sistemas estuvieran en forma liofilizada, el propio 
excipiente podria ser el reconstituyente . 

Alternativainente, las vacunas proporcionadas por esta 
15 invencion se pueden utilizar en combinacion con otras vacunas 
convencionales, ya sea formando parte de las mismas o bien 
como diluyente o fraccion liofilizada para diluirse con otras 
vacunas ya sean ccnvencionales o recombinantes. 

Las vacunas proporcionadas por esta invencion pueden 
20 administrarse ai animal por via oral, nasal, subcutanea, 
intradermica, intraperitoneal, intramuscular o por medio de 
aerosol . 

La invencion tambien proporciona un metodo para la 
inmunizacion de animales, en particular, cerdos, perros y 

25 gatos, contra uno o varios agentes infecciosos de forma 
simultanea, que comprende la administracion por via oral, 
nasal, subcutanea, intradermica, intraperitoneal, 

intramuscular o por medio de aerosol (o formas combinadas de 
estas) de una vacuna que contiene una cantidad 

30 inmunologicamente eficaz de un sistema recombinante 
proporcionado por esta invencion. 

Adicionalmente, la invencion tambien proporciona un 
metodo para proteger a los animales recien nacidos contra 
agentes infecciosos que infectan a dichos animales, que 

35 consiste en la administracion por via oral, nasal, 
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subcutanea, intradermica, intraperitoneal, intramuscular o 
por medio de aerosol (o formas combinadas de estas) a las 
madres antes de c durante el periodo de gestacion, o a su 
progenie, una vacuna que contiene una cantidad 
5 inmunologicamente eficaz de un sistema recombinante 
proporcionado por esta invencion. 

La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos 
que describen de forma detallada la obtencion de genomas 
virales defectivos, su caracterizacion, la construccion de 
10 ~ plasmidos y su manipuiacion para obtener los vectores de 
expresion y la induccion de anticuerpos neutralizantes frente 
a diferentes agentes infecciosos de ditintas especies. 

EJEMPLO 1 

15 GENERACION DE PARTICULAS DEFECTIVAS DERIVADAS DEL VGPT 

1.1 Pases seriados a alta m.d.i., sin diluir, de cepas de 
VGPT 

Con la finalidad de promover la generacion de particulas 
defectivaS/ o la imposicion de las ya existentes en pequena 

20 proporcicn en la poblacion viral, se dieron pases seriados de 
distintcs aislados del VGPT sin diluir en distintos sistemas 
celulares. Debido a que la frecuencia de generacion de 
particulas Dl puede variar mucho en distintos sistemas virus- 
celula, los pases se iievaron a cabo con distintos aislados 

25 del VGPT {THER-l y PXJR46-mar 1CC12) en las lineas celulares 
ST (swine testis, celulas epiteliaies de cesticulo de cerdo) . 

La cepa THER-l [Transmisible gastroenteritis coronavirus 
Helper Enterico y RespiratoriO/ estirpe 1] es un mutante 
atenuado por 20 pases en cultivos de celulas ST derivado de 

30 la cepa ?UR4 6-MAD [Sanchez y col., Virology 174, 410-417 
(1990)], La cepa PUR46-mar 1CC12 tambien se describe en 
Sanchez y col., [citado supra], 

Cada cepa de VGPT se paso sin diluir 35 veces en celulas 
ST. La m.d.i. del primer pase en cada uno de los tres casos 

35 fue de 100 ufp por celula. El sobrenadante de cada pase se 
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recogio entre las 20 y las 48 horas post-inf eccion (h.p.i.), 
cuando se observo un efecto citopatico claro, normalmente 
cuando dicho efecto alcanzaba a mas de la mitad de la 
monocapa celular, y la mitad del volumen de este sobrenadante 
5 se utilizo en la inf eccion del pase siguiente. La variacion 
del tituio viral con el numero de pase se representa en la 
Figura 4. El tituio viral oscilo en un rango de dos unidades 
logaritmicas a lo largo de los pases seriados de cada virus. 
En el caso de la cepa THER-1, el tituio en los pases 30 a 46 

10 fue menor que el de los treinta primeros pases. 

Los virus que habian sido pasados 35 veces en ceiuias ST 
se utilizaron para analizar los ARNs intracelulares 
producidos en la inf eccion. Los ARNs, marcados 
metabolicamente con 32 P ± entre las horas 6 y 9 postinf eccion, 

15 se analizaron en un gel de agarosa desnaturalizante [Maniatis 
et al . , Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory, (1982) ] . En la infeccion por ei virus 
THER-l-p35 [virus de la cepa THER-1 pasados 35 veces a alta 
m.d.i.] se apreciaron tres bandas intensas que no 

20 correspondian a ningun ARNm viral, situadas entre las bandas 
correspondientes al ARN genomico y ai mensajero del gen S 
(Figura 5) . Para analizar la nacuraleza de estos nuevos ARNs 
subgenomicos se continuaron los pases seriados sin diiuir con 
la cepa THER-1. Al cabo de 46 pases, se analizo la evolucion 

25 del patron de ARNs a lo largo de los pases seriados. Para 
ello, se infeciaron celulas ST con virus procedentes de 
varios pases y los ARNs producidos, marcados metabolicamente, 
se analizaron en un gel de agarosa desnaturalizante (Figura 
5) . Mientras que en los primeros pases solamente se 

30 detectarcn los ARNs genomico y mensajeros subgenomicos 
virales, en el pase 30 se detectaron tres nuevos ARNs de 22, 
10,6 y 9,7 kb (ARNs A, B y C, que en la Figura 5 aparecen 
como DI-A, DI-B y DI-C, respect ivamente ) . Estos ARNs 
subgenomicos se mantuvieron de forma estable a lo largo de 

35 los 15 pases siguientes, interf iriendo notablemente con la 
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virus complementador {Figura 5, canales 30 a 45) . Estos 
resultados indican que los tres ARNs generados o amplif icados 
en los pases seriados sin diluir son estables y que al menos 
5 uno de ellos es inter ferente . 

1.2 Caracterizacion de los ARNs subgenomicos 

1.2.1 Analisis de los extremos y las reaiones internas 
Para determinar si los ARNs subgenomicos A, B y C tenian 

10 la estructura estandar de los ARNs defectivos de coronavirus, 
en particular, si conservaban los extremos 5' y 3 T del genoma 
silvestre y su pequeno tamano era debido a deleciones 
internas, se hicieron varios ensayos de hibridacion con 
sondas especificas para el virus. Para ello, el ARN de las 

15 celulas infectadas con el virus THER-l-STp35 [virus de la 
cepa THER-1 pasados 35 veces en celulas ST] se extrajo y se 
analizo su hibridacion con sondas especificas virales en un 
ensayo tipo Northern [Maniatis et al., citado supra) usando 
oligonucleotides complementarios al lider y a la secuencia 

20 del extremo 3 1 viral. En cada caso se llevo como control el 
ARN de celulas infectadas con virus THER-l-pl [virus de la 
cepa THER-1 pasados 1 vez en celulas ST] y de celulas ST sin 
infectar (NI) (canales 1 y 2 de cada filtro, 
respect ivamente) . Los oligonucleotides utilizados como sonda 

25 son complementarios al ARN lider (posiciones 66-91 del 
extremo 5 1 del genoma parental); a la region no traducida del 
extremo 3 1 (nucleotidos 28524-28543 del extremo 5 f del genoma 
parental) y a los genes estructurales M y N (posiciones 97- 
116 y 5-24 a partir del AUG iniciador de cada gen, 

30 respect ivamente) . Las barras de la derecha indican las 
posiciones de los ARNm virales y los ARNs subgenomicos A, B 
y C. 

Como puede apreciarse en la Figura 6, los dos 
oligonucleotides hibridaron con todos los ARNm del virus 
35 parental, y tambien detectaron los ARNs A, B y C, lo que 
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indica que estos ARNs han sufrido deleciones internas y han 
mantenido los extremos . Como una primera aproximacion al 
estudio de que secuencias genomicas estaban presentes en 
estos ARNs, el ARN de celulas infectadas se hibrido con 
5 oligonucleotides complementarios a los genes de las proteinas 
estructurales virales S, M y N. Ninguno de ellos hibrido con 
los ARNs defectivos, sugiriendo que los genes de las 
proteinas estructurales estaban deiecionados . Por tanto, los 
ARNs subgenomicos A, B y C, son genomas defectivos, mantienen 
10 los extremos del virus parental y tienen deleciones internas. 

1.2.2. Prooacracion de los ARNs A, B v C 
Para comprobar que los ARNs A, B y C son genomas 
defectivos, dependientes del virus parental para su 

15 propagacion en cultivo, se infectaron celulas ST con el virus 
THER-l-STp41 [virus de la cepa THER-1 pasados 41 veces en 
celulas ST] a :iistintas m.d.i.: 10, 0,1, 0,01 y 0,001 
ufp/celula. El virus resultante de este pase, recogido a las 
10 h.p.i., se titulo y se amplified en un segundo pase en 

20 celulas ST, que a su vez se utilize para infectar nuevas 
celulas y extraer el ARN citcplasmico [Maniatis et al., 
citado supra] . El ARN se analizc en un ensayo tipo Northern 
con un oligonucleotide complementario al ARN lider. En la 
Figura 7 se muestran los resultados obtenidos . Las m.d.i. se 

25 indican sobre cada canal (10"\ 10~ 2 , 10" 1 y 10 ufp/celula). Como 
control negative se incluyo el ARN procedente de una 
infeccion de celulas ST con el virus THER-i-pl, que no 
contiene ARN subgenomicos, a una m.d.i. de 10 ufp/celula 
(primer canal). En el canal correspondiente a la infeccion 

30 del virus THER-l-STp41 a una m.d.i. de 10 ufp/celula, control 
positivo, se senalan los ARNs genomico (ARNm 1), los ARN 
defectivos A, B y C [ representados como DI-A, DI-B, DI-C] y 
el correspondiente al gen S (ARNm 2) . 

Se puede observar que cuando la m.d.i. del primer pase 

35 (el "cuello de botella" en este experimento, ya que los pases 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



27 

siguientes son de amplif icacion) es de 0, 1 ufp/celula c 
menor, los ARNs A, B y C se pierden, en condiciones en que el 
ARN genomico y los ARNm del virus se detectan en las 
proporciones esperadas (Figura 7) . Los tres ARNs defectivos 
5 se mantienen cuando la m.d.i. es de 10 ufp/celula* Dado que 
los ARNs A, B y C se encuentran en mayor proporcion que el 
ARN genomico en el virus THER-l-p41 utilizado en la 
infeccion, estcs resultados indican que la replicacion o 
propagacion de estos ARNs requiere que las celulas sean 

10 -infectadas por virus defectivo y tambien por el virus 
complementador. Los ARNs A, B y C requieren, por tanto, 
funciones del virus complementador que han de ser aportadas 
en trans. Por consiguiente, los ARNs A, B y C son genomas 
defectivos, que dependen de un virus complementador para su 

15 propagacion. 

1-2.3 Generacion, amplif icacion, propaga cion e inter f erencia 

in vitro de los ARN PI en otra li nea ceiular. 

Debido a que la generacion, amplif icacion, propagacion 

20 e interf erencia in vitro de los ARN DI es especifica de la 
linea ceiular se ha estudiado el efecro que podria tener un 
cambio de linea ceiular en los ARNs defectivos. Para ello, el 
virus THER-l-STp46 (el virus THER-1 pasado 46 veces a alta 
m.d.i. en celulas ST) se sometio a una nueva serie de pases 

25 sin diluir, en celulas epiteliaies de intestino de cerdc 
(IPEC) y macrcfagos porcinos (PM). En la Figura 3 se 
representa la variacion del tituio con el numero de pase a io 
largo de 10 pases en IPEC (Figura 8A) y 5 pases en PM (Figura 
8B) . El rendimiento viral en ambas lineas celulares fue menor 

30 que el obtenido en celulas ST, y se estima que la m.d.i. de 
cada pase vario entre 20 y 0,2 ufp/celula. 

El ARN producido en celulas ST infectadas con THER-1- 
STp4 6-IPECpl [virus THER-l-STp46 pasado 1 vez en celulas 
IPEC] y THER-l-STp46-IPECpl0 [virus THER-l-STp46 pasado 10 

35 veces en celulas IPEC] se marco con ^P*. y se analizo en un gel 
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de agarosa desnaturalizante (Figura 8C) . 

El ARN de celulas ST infectadas con virus THER-l-STp4 6- 
PMpl [virus THER-l-STp4 6 pasado 1 vez en celulas PM] y THER- 
l-STp46-PMp5 [virus THER-l-STp46 pasado 5 veces en celulas 
5 PM] se analizo en un ensayo tipo Northern con un 
oligonucleotido complementario al ARN lider (Figura 8C) . 

Los resultados se muestran en la Figura 8C, donde puede 
apreciarse que los tres ARNs defectivos se mantuvieron en el 
primer pase en ambas lineas celulares, pero solamente el ARN 

10 A persistio a lo largo de, al menos, cinco pases en PM, y de 
diez pases en IPEC. En ambos casos se senalan las posiciones 
de los ARNs correspond! entes al genoma silvestre (1), ARNs A, 
B y C (DI-A, DI-B y DI-C respectivamente) y ARNm 2 (proteina 
S) . En el canal correspondiente al ARN del virus THER-1 - 

15 STp4 6-PMp5 se indica la posicion del ARN genomico, que solo 
se observo cuando el tiempo de exposicion de la 
autorradiograf ia fue diez veces mayor que el de la que se 
muestra en la Figura 8C. 

2 0 1.3 Encapsidacion de los genomas defectivos 

Para estudiar si los ARNs defectivos tienen la capacidad 
de encapsidarse, se hizo una purificacion parcial en paralelo 
de los virus THER-l-STpl [virus THER-1 pasado 1 vez en 
celulas ST] y THER-l-STp41 [virus THER-1 pasado 41 veces en 

25 celulas ST] mediante centrif ugacion a traves de un coichon de 
sacarosa del 150 peso/volumen . Se extrajo el ARN de los 
viriones purificados, y se analizo en un gel de agarosa por 
tincion con bromuro de etidio (Figura 9A) . En los viriones 
del pase 41 se detectaron los ARNs A, B y C con la misma 

30 intensidad que el ARN genomico, lo que indica que los tres 
ARNs defectivos se encapsidan ef icientemente . 

Para determinar si los genomas defectivos co-encapsidan 
con el genoma completo o si por el contrario se encapsidan 
independientemente, se purified virus THER-l-STp41 por 

35 centrif ugacion a traves de colchones de sacarosa de distintas 
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densidades, o a traves de gradientes continuos de sacarosa. 
EI ARN de los viriones purificadcs en cada caso se analizo en 
un ensayo de tipo Northern con un oligonucleotide 
complementario al ARN lider (Figura 9B) . Cuando la 
5 centrifugacion se hizo a traves de un colchon de sacarosa del 
31% (p/v) (d=l,19 g/ml), solo se detecto genoma silvestre en 
los viriones sedimentados . Sin embargo, cuando se empleo un 
colchon de sacarosa de menor densidad, 15% (p/v) id=l,ll 
g/ml), se detectaron los tres ARNs defectivos ademas del 

10 genoma complete En un gradient e continuo de sacarosa (15- 
42%, p/v) se logro el enriquecimiento de viriones defectivos 
en las fracciones superiores del gradiente (densidad cercana 
a 1,15 g/ml), y de los viriones estandar en las fracciones 
inferiores (densidad cercana a 1,20 g/ml) como se observa en 

15 la Figura 9B, canales dye. La banda superior en cada canal 
corresponde a los genomas silvestre y genoma defective A (DI- 
A) , y la banda inferior a los genomas defectivos B y C (DI-B 
y DI-C) . Estos resultados indican que los ARNs A, B y C se 
encapsidan ef icientemente, y que los genomas DI-B y DI-C 

20 (10,6 y 9,7 kb) lo hacen independientemente del genoma 
silvestre, en viriones defectivos que son mas ligeros que los 
viriones estandar . 

1.4 Clonaje y secuenciacion de los ARN defectivos B y C. 
2 5 Determinacion de su estructura primaria. 

1.4.1 Sir.tesis de ADN complem enrario v ampli f icacicr. de los 
ARNs B v C. 

El camano de los ARNs defecrivos B y C se habia estimado 
por su movilidad en los geles de electroforesis, siendo de 

30 10,6 y 9,7 kb respectivamente . Debido a su gran tamano los 
ARNs defectivos no pudieron ser amplificados en una sola 
reaccion de transcriptasa inversa y reaccion en cadena de la 
polimerasa (RT-PCR) utilizando iniciadores complementarios a 
los extremos del genoma. Para superar esta limitacion, los 

35 genomas defectives se amplificaron en cuatro reacciones 
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indepenciientes, utilizando pareias de iniciadores que aiesen 
lugar a cuatro fragmentos solapantes que cubriesen la 
longitud total del genoma en cada caso. Estos fragmentos 
solapantes se designaron a, b, c y d, ordenados desde el 
5 extremo 5 f al extremo 3 ? (Figura 10). Se utilizo como molde 
el ARN del virus THER-l-STp41, extraido de viriones 
purif icados, que contiene los tres ARNs defectivos A, 3 y C 
ademas del genoma parental. Como control se llevo a cabo en 
paralelo la amplif icacion del JIN genomico del virus 
s 10 silvestre THER-1 . 

La secuencia y posicion de los oligonucleotides 
utilizados como iniciadores en la reaccion de RT-PCR se 
indica en la Tabla 2 . 



15 Tabla 2 

Caracteristicas de los oligonucleotides 
utilizados como cebadores en las reacciones RT-PCR 
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b : La posicion del oligonucleotide er. la correspondiente ORF es en 
relacion con la secuencia mostrada en la Figura 12. 
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La amplif icacion por RT-PCR con los iniciadores 1 y 2, 
del ARN del virus THER-l-STp41 y del ARN del virus parental 
THER dio lugar a un producto de PCR mayoritario de 1,9 kb 
(Figura 11, fragmento a) ♦ Las bandas minoritarias observadas 
5 en esta reaccion son debidas a hibridaciones inespecif icas/ 
ya que aparecen en los dos canales . Esta misma reaccion de 
RT-PCR se hizo a partir de un fragmento de agarosa que 
contenia los ARNs DI-B y DI-C juntos procedentes de una 
purificacion por gel, obteniendose el ruismo resultado. Esto 

10 "indica que el fragmento a es comun a todos los ARNs DI, y 
corresponde a la region de 1,9 kb del extremo 5 1 del genoma 
silvestre del VGFT . 

La amplif icacion con los oligonucleotides 3 y 4 dio 
lugar a un producto de PCR unico de 2,3 kb a partir del ARN 

15 del virus THER-l-STp41 (Figura 11, fragmento jb) . No se obtuvo 
ningun producto de PCR a partir del ARN del virus THER-1 
control, ya que el tamafio del producto esperado era de 12 kb. 
De estos datos se deduce que ai menos un genoma defectivo 
tiene un fragmento b de 2,8 kb, y los otros tienen este mismo 

20 fragmento o uno mayor que no es detectable en las reacciones 
de PCR por su gran tamafio. 

Los oligonucleotides 5 y 6, separados 4,6 kb en ei 
genoma parental, dieron lugar a dos productos diferentes de 
3,5 y 4,6 kb a partir del ARN del virus THER-l-STp4 1 (Figura 

25 11, fragmento c) . El producto de 4,6 kb se obtuvo tambien a 
partir del ARN del virus silvestre Ilevado como control. 
Estos resultados sugieren que el fragmento c en al menos un 
genoma defectivo { probablemente en el genoma defectivo mas 
abundante, DI-C) contiene una delecion, dando lugar por PCR 

30 a un fragmento de 3,5 kb. El fragmento de 4,6 kb se deriva 
del genoma parental presente en la poblacion de ARNs del 
virus THER-l-STp41, y de aquellos genomas defectivos que 
hayan conservado esta region del genoma. 

La amplif icacion por RT-PCR con los iniciadores 7 y 8 

35 del ARN genomico del virus parental no genero ninguna banda 
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(Figura 11, fragment© d) , ya que la separacion entre estos 
oligonucleotides es de 9,5 kb en el genoma complete (Figura 
10) . En contraste, se cbservaron dos bandas muy intensas de 
1,9 y de 2,1 kb cuando se utilizo como molde el ARN del virus 
5 THER-l-STp41 . Estas bandas se observan como una banda ahcha 
continua, correspondiente al fragmento d (Figura 11), 
probablemente porque co-migran con un con junto de bandas 
minoritarias en el entorno de la banda de 1,9 kb, que 
dificultan la resolucion en los geles. Se ha observado 
10 heterogeneidad de tamanos en el fragmento d de clonaje (vease 
mas adelante) . 

1.4.2 Asianacion de los productos de amplif icacion b. c 

y dl a los distintos ARNs d efectivos. 

15 Con objeto de asignar los fragmentos d de tamano 

variable entre 1,9 y 2,1 kb a los distintos genomas 
defectivos, el ARN del virus THER-l-STp41, que se habia 
utilizado como moide, se fracciono en un gel de agarosa hasta 
que se logro una separacion clara de las bandas 

20 correspondientes a los ARNs del genoma silvestre, DI-A, DI-B 
y DI-C. Las bandas correspondientes a cada uno de estos 
cuatro ARNs se cortarcn independientemente y se usaron como 
molde en la reaccicn de amplif icacion de RT-PCR con los 
oligonucleotides 8 y 9. A partir del ARN genomico purificado 

25 de banda no se cbtuvo ningun producto de PCR. A partir del 
ARN DI-B se obtuvo un producto de ?CR predominante de 1,9 kb, 
aunque se obtuvieron tambien DNAs ruenos abundantes, de tamano 
variable proximo a 1,9 kb, que indican una cierta 
heterogeneidad en esta zona. La amplif icacion del ARN DI-C 

30 dio lugar a un producto de PCR mayoritario de 2,1 kb. Estos 
resultados permitieron asignar el fragmento de 1,9 kb al ARN 
defectivo B, y el fragmento de 2,1 kb al ARN DI-C. 

Una vez asignados los fragmentos d, los fragmentos c de 
3,5 y 4,6 kb obtenidos con los iniciadores 5 y 6 se asignaron 

35 a los ARNs defectives C y B, respectivamente, ya que la suma 
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de los fragmentos a a d resultantes de esta asignacion 
coincidia en cada caso con los tamanos de los ARNs B y C 
estimados por movilidad. 

Una vez determinada la secuencia completa de los genomas 
5 B y C, se comprobo la asignacion de fragmentos mediante la 
amplif icacion de cada ARN purificado de banda, utilizando 
oligonucleotides que flanqueaban deleciones especificas. La 
asignacion de fragmentos se confirmo tambien mediante ensayos 
tipo Northern usando oligonucleotides que mapeaban en las 
10 regiones de la DI-B que no estaban presentes en la DI-C, y 
vice versa . 

1-4.3 Clonaie v secuenciacion de los fragmentos solaoantes a , 

15 Los cuatro fragmentos de ADN solapantes a (1,9 kb) , b 

(2,8 kb) , c (3,5 kb) yd (2,1 kb) complementarios al ARN C se 
clonaron en Bluescript SK"* Se secuenciaron al menos dos 
clones procedentes de reacciones de RT-PCR independientes . La 
secuencia de aquellas posiciones que no coincidian en los 

20 distintos clones iposiblemente errores de la polimerasa Taq) 
se secuenciaron directamente de los productos de PCR 
correspondientes no clonados. De esta forma se determino la 
secuencia consenso del ARN DI-C. Se obtuvo una media de 1 
error de la polimerasa Taq cada 1,2 kb copiadas. La secuencia 

25 completa del genoma DI-C se indica en la Figura 12. 

La secuencia completa del ARN DI-C que se obtuvo de esta 
forma se compare con la secuencia de las ORFs la y lb del 
virus PUR46-PAR, [Eleouet et al . , Virology 206, 817-822 
(1995)], y con la secuencia determinada en nuestro 

30 laboratorio de las otras ORFs del virus THER-1. En la 
secuencia del ARN DI-C completo se encontraron 14 diferencias 
de nucleotido respecto a la secuencia de la cepa PUR4 6-PAR. 
Estas posiciones fueron secuenciadas en la cepa THER-1, el 
virus parental de los genomas defectivos, para definir los 

35 cambios puntuales del ARN genomico defectivo DI-C. La 
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secuencia del ARN DI-C solo presento tres diferencias de 
nucleotido respecto a la secuencia correspondiente del virus 
parental, y una insercion en la posicion 9189, que no afecta 
a ninguna fase abierta de lectura (Figura 12) . 

5 

1-4.4 Estructura orimaria de los aenom as DI-C v DI-B. 

Los datos de secuencia indicaron que el genoma DI-C 
estaba formado por cuatro regiones discontinuas del genoma 
parental (Figura 13) que comprenden : a) los 2144 nucleotidos 

10 del extremo 5' del genoma; b) 454 0 nucleotidos que 
corresponden a la region entre las posiciones 12195-16734 del 
genoma parental, que incluye la zona solapante entre las 
fases abiertas de lectura la y lb, y aproximadamente la mitad 
5 1 de la fase abierta de lectura lb; c) una region de 2531 

15 nucleotidos que corresponde a las posiciones 17843-20372 del 
genoma silvestre, y que comprende la mitad 3 1 de la ORFlb y 
los 8 primeros nucleotidos del gen S, y d) los 493 
nucleotidos del extremo 3 f viral. 

La estructura primaria del genoma DI-B se determino por 

20 secuenciacion de los fragmentos de clonaje a y b (comunes 
a los del genoma DI-C), c (iguai al del genoma parental) y 
d (especifico del genoma DI-B) . El genoma DI-B esta formado 
por tres regiones discontinuas del genoma (Figura 14): a) los 
2144 nucleotidos del extremo 5' del genoma, comun a todos los 

25 clones de DI-B, e idenrica a la region I del ARN DI-C; b) una 
region variable en "amafio, de 8178-8243 nucleotidos que 
corresponden a las posiciones 12195-20369 a 20436 del genoma 
parental, y que incluye la zona de solapamiento entre las dos 
fases abiertas de lectura del gen 1, la ORFlb completa, y los 

30 primeros nucleotidos del gen S y c) los 278 a 303 nucleotidos 
de la region 3' del genoma. 

Los clones que constituyen la poblacion designada como 
genomas DI-B difieren en el tamano de la delecion que tuvo 
lugar entre las regiones II y III, que comienza al principio 

35 del gen S (entre los nucleotidos 6 y 73) y acaba al final del 
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gen 7 (entre los nucleotides 195 y 233) . 

La secuencia del extremo 5' del ARN THER-1 parental se 
determino por secuenciacion directa del ARN, y es 5'- 
NCUUUUAAAG-3 1 . La naturaleza del primer nucleotide) "N" de la 
5 secuencia no se ha determinado. Hasta ahora se ha descrito la 
secuencia del extremo 5' de tres aislados del virus VGPT: 
PUR4 6-PAR, PUR 4 6-BRI y FS772/70, [Eleouet et al., citado 
supra; Page et ai . , Virus Genes 4, 289-301 (1990); Sethna et 
al., J. Virol. 65, 320-325 (1991)] y uodas difieren en el 
10 primer nucleotide. La secuencia del iider de los ARNs 
defectivos debe ser la misma que la del lider del virus 
parental, dado el intercambio de lideres que se produce en 
una infeccion por coronavirus [Makino et al . , J . Virol. 57, 
729-737 (1986) ] . 

15 Los tres ARNs defectivos contienen poliA, dado que se 

unen a coiumnas de oligo dT (resultados no mostrados) . 

1.4.5 Los ARNs B ••• C conservan la region solaoante entre las 
ORFs la y lb :rue incluye el motive responsable de la 

2 0 trasloc acion (-1' del ribosoma. 

De acuerdo ccn las secuencias asignadas a los genomas 
DI-C y DI-3, cabe predecir fases abiertas de lectura de 6370 
y 10003 nucleotidos respect ivamente, que comienzan en el 
nucleotido 315, contado desde ei extremo 5 f del genoma . La 

25 fase abierta de lectura del ARN Dl-C termina en el codon de 
terminacicn generado en el sitio de union de las regiones 
discontinuas II y III, donde tuvo lugar la delecion interna 
en la fase abier*a de lectura lb, en la posicion 6685 del 
genoma DI-C. La fase abierta de lectura del genoma DI-B 

30 termina en el codon de terminacicn natural de la ORFlb. 

Los dos ARNs defectivos han mantenido la zona solapante 
entre las ORFs la y lb, que incluye la secuencia de 
deslizamiento y el motivo de estructura terciaria "lazo 
falso" (pseudoknoz) , responsables de la traslocacion (-1) del 

35 ribosoma en esta zona [Eleouet y col., citado supra]. En la 
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Figura 15 se representan las posibles estructuras secundarias 
y terciarias del ARN en esta zona. La estructura propuesta 
para el pseudoknot en esta zona por Eleouet y col., es la que 
se indica en C y D, sin embargo hay otras estructuras 
5 posibles (como la indicada en A y B) y se desconoce cual es 
la correcta. 

Se ha descrito que la traslocacion ocurre con una 
eficiencia del 20% en el VGPT [Eleouet y col., citado supra] 
y permite la traduccicn continua del gen 1. El hecho de que 

10 los ARNs DI-B y DI-C (y probablemente el ARN DI-A) hayan 
mantenido esta region del genoma parental, sugiere que esta 
pueda ser necesaria para la replicacion del ARN o para la 
propagacion de los genomas. 

Hay otras dos fases abiertas de lectura pequenas en los 

15 genomas defectives DI-C y DI-B. Una de ellas, previa a la 
fase de lectura larga, codifica un peptido de tres 
aminoacidos que se encuentra tambien en el genoma silvestre 
y de la que se desconoce su funcion. La otra fase abierta de 
lectura comienza en ics dos casos en el AUG del gen S, y 

20 codifica un peptido de 16 aminoacidos en la DI-C, y un 
peptido de tamano variable en la DI-B. No se sabe si estas 
ORFs son funcionales. Las dos linicas secuencias consenso 
promotoras de transcr ipcion (CUAAAC) del virus que se han 
mantenido son precisamence las que preceden al gen 1 y al gen 

25 S, en los ARNs defectives B y C. Estas secuencias se sefialan 
en la Figura 12. 

Er. la Figura 16 se muestra el mapeo de los ARNs A, B y 
C por hibridacicn con oligonucleotides especificos para el 
virus en ensayos tipo Northern. El ARN del virus THER-l-STp41 

30 se fracciono en geles de agarosa hasta conseguir una 
separacion clara de los ARNs del genoma parental y DI A, By 
C. El ARN se transfirio a filtros de nailon que se hibridaron 
con varios oligonucleotides marcados con 32 P A , que hibridaron 
con el genoma parental (+) , e hibridaron (+) o no (-) con los 

35 genomas defectivos. La localizacion aproximada de las 
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secuencias compiementarias a los oligonucleotides en el 
genoma parental se indica con flechas. Su secuencia y 
posicion exactas se indican en la Tabla 3, Todos los 
oligonucleotides hibridaron con el genoma parental y dieron 
5 los resultados esperados con los ARNs B y C. 



Tabla 3 

10 



ON 


SEC. ID. N° 


Polaridad 


Gen 

en VGPT 


Posicion en 
el aenoma* 


1 


10 




Lider 


66-91 




11 




ORFla 


2151-2170 


3 


12 




ORFla 


6121-6140 


4 


13 




ORFla 


8684-87C3 




14 




ORFla 


12261-12280 


6 


15 




ORFlb 


14148-14167 




16 




ORFlb 


17363-17331 


8 


17 




ORFlb 


18792-18511 


9 


18 




gen S 


1055-1074 


10 


19 




gen S 


1980-1999 


11 


20 




gen S 


3600-3619 


1? 


21 




gen M 


97-116 


13 






gen N 


5-24 


14 


23 




UTR-3 1 


28524- 



a : La posicion en el genoma se indica como el numero de bases desde el 
30 extreme r ! del genoma viral silvestre para los oligonucleotides (ON) 
complemen:arios al gen 1 (ORFla y ORFlb) y la region no traducida del 
extremo 3' (3 ! -UTR); y desde el primer nucleotide del ATG iniciador del 
gen correspondiente, ai nucleotido 5 1 del ON en el caso de los que mapean 
en los genes S, M y N. 
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EJEMPLO 2 
GENERACION DE VEC TORES DE EXPRESION 

Se ha clonado el ADNc que codifica el ARN DI-C en un 
plasmido Bluescript II, bajo el control del promotor del fago 
5 T7 . Este ADNc incluye secuencias poliA, una ribozima del 
virus de la hepatitis delta (HDV) y las senales de 
terminacion del fago T7 . Uno de estos plasmidos, cuya 
construccion se muestra en la Figura 17 ha sido denominado 
pDIC-1. Sstos plasmidos se pueden manipular para clonar en 
10 ellos lcs genes heterologos bajo el control del promotor del 
gen S que esta presente en el genoma defectivo, u otro 
promotor del VGPT, o una variante de estos con eficiencia 
aumentada . 

El clonaje de los genes heterologos se hizo despues de 
15 la ORFlb, siguiendo el codon iniciador (AUG) del gen S, y en 
fase de lectura con este gen. 

A partir de estos ADNc se expresaron ARNs utilizando la 
polimerasa del fago T7, con los que se transf ormaron celulas 
ST previamente infectadas con el virus colaborador atenuado 
20 THER-1, con io que se rescataron viriones conteniendo el 
genoma del virus complementadcr y otros con el genoma 
defectivo correspondiente, Eszcs virus, liofilizados en 
presencia de 2- : s de suero fetal ce ternera se utilizaron como 
vacuna para la induccion de annicuerpos especificos frente 
25 agentes que infectan el rracto gastrointestinal o 
respirarerio de cerdos, perros y gatos. 

El "ropismo de los vectores se hizo especifico para las 
especies porcina, canina o felina utilizando los virus 
complementadores atenuados adecuados . 

30 

EJEMPLO 3 

Induccion de anticuerpos neutralizantes 

3.1 m^gcip u de prQtecciw frente QQ^onfrvixxxs Pgpv 

Se inmunizaron cerdos utilizando un sistema recombinante 
35 constituido por virus complementador (THER-1) y el plasmido 
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pDIC-1 en el que se habia clonado el gen de la glicoproteina 
S del coronavirus PEDV. 

Las inmunizaciones se hicieron por administracion de 10 9 
ufp por lechon por via oral. 

Se analizo la presencia de anticuerpos neutralizantes en 
el suero de los animales vacunados a los 15, 30, 45 y 60 dias 
despues de la imnunizacion, determinandose la presencia de 
anticuerpos especificos para el virus PEDV utilizando un 
radioinmunoensayo (RIA) [Maniatis et al . , citado supra]. 

Con los sueros recogidos a los 45 dias despues de la 
inmunizacion se proporciono proteccion completa frente a la 
infeccion por el viru^ PEDV (estirpe SEG86-1) de lechones de 
10 dias, cuando estos sueros se preincubaron con el virus 
virulento antes de la administracion oral. 

3.2 Induction de proteccion frente al cc-ron^viryg caning 

Se inmunizarcn perros utilizando un sistema recombinante 
constituido por virus complementador (coronavirus canino 
estirpe Fort Dodge) y el plasmido pDIC-1 en el que se habia 
clonado el gen de la glicoproteina S del coronavirus canino 
(estirpe Fort Dcdge) . 

Las inmunizaciones se hicieron por administracion de 1 0 9 
ufp por perro por via oral. 

Se analizo la presencia de anticuerpos neutralizantes en 
el suero de los animales vacunados a los 15, 30, 45 y 60 dias 
despues de la inmunizacion, determinandose la presencia de 
anticuerpos especificos frente al coronavirus canino 
utilizando RIA. 

Con los sueros recogidos a los 45 dias despues de la 
inmunizacion se proporciono proteccion completa frente a la 
infeccion por el coronavirus canino (estirpe Fort Dodge) de 
perros de 10 dias, cuando estos sueros se preincubaron con el 
virus virulento antes de la administracion oral. 



3.3 Induccion de proteccion fr^te a infecciones causadas por 
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el arterivirus PRRSV 

Se inmunizaron cerdos utilizando un sistema recombinante 
constituido por virus complementador (THER-1) y el plasmido 
pDIC-1 en el que se habia clonado la ORF3 y la ORF5 del 
5 arterivirus PRRSV (estirpe Fort Dodge) . 

Las inmunizaciones se hicieron por administracion de 10 9 
ufp por lechon por via oral* 

Se analizo la presencia de anticuerpos neutralizantes en 
el suero de los animales vacunados a los 15, 30, 45 y 60 dias 
10 despues de la inmunizacion, determinandose la presencia de 
anticuerpos especificos frente a PRRSV utilizando RIA. 

Con los sueros recogidos a los 45 dias despues de la 
inmunizacion se proporciono proteccion completa frente a la 
infeccion por ei PRRSV \ estirpe Fort Dodge) de lechones de 10 
15 dias, cuando estos sueros se preincubaron con el virus 
virulento antes de la administracion oral. 

EJEMPLO 4 
GENERACION DE VECTORES DE EXPRESION 

20 Siguiendo un prccedimiento similar al descrito en el 

Ejemplo 2 se ha cicr.ado un ADNc que codifica un ARN 
autoreplicativo en un plasmido Bluescript II, bajo el control 
del promotor del fago 7~ . Este ADNc incluye secuencias poliA, 
una ribozima del virus de la hepatitis delta (HDV) y las 

25 senales de terminacion del fago T7. Uno de estos plasmidos, 
cuya construccicn se muestra en la Figura 18 ha sido 
denominado pDIA-6A.C2. Este plasmido contiene el gen que 
codifica el anticuerpo monoclonal 6A.C3 que neutraliza el 
VGPT. Las caracceristicas del anticuerpo monoclonal 6A.C3 y 

30 su construccion se describen en la Tesis Doctoral del Dr. D. 
Joaquin Castilla Casrrillon, titulada "Construccion de 
animales transgenicos secretores de anticuerpos 
neutralizantes para coronavirus", Universidad Autonoma de 
Madrid, Facultad de Ciencias, Diciembre 1996, paginas 43-52, 

35 65-79. 
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El cionaje del gen heterologo se hizo despues de la 
ORFlb, siguiendo el codon iniciador (AUG) del gen S, y en 
fase de lectura con este gen. 

A partir de este ADNc se expresaron ARNs utilizando la 
5 polimerasa del fago T7, con los que se transf ormaron celulas 
ST previamente infectadas con el virus colaborador atenuado 
THER-1 , con lo que se rescataron viriones conteniendo el 
genoma del virus complement ado r y otros con el genoma 
defective correspondiente. Estos virus, liofilizados en 
10 presencia de 2% de suero fetal de ternera pueden utiiizarse 
como vec~ores para la expresion del anticuerpo monoclonal 
recombinante 6A.C3, El tropismo de los vectores se hizo 
especifieo para la especie porcina utilizando el virus 
complemen-ador atenuado adecuado . 

15 

EJEMFLO 5 

Expresion de anticuerpos neutralizantes 

Se inmunizaron cerdos utilizando un sistema recombinante 
const ituido por virus compiementador (THER-1) y el piasmido 
20 pDIA-6A.C3 (Ejemplo 4) que contier.^ la secuencia que codifica 
el anticuerpo monoclonal recombinante 6A.C3 que neutraiiza el 
VGPT. 

Las inmunizaciones se hiciercn por administracicn de 10 9 
ufp por lechon por via oral. 

25 Se analizo la presencia de anticuerpos 6A.C3 

neutralizantes en el suero de los animales vacunados a los 
15, 30, 45 y 60 dias despues de la inmunizacion utilizando un 
RIA [Maniatis et al., citado supra]. Los anticuerpos 
recombinantes tenian unos titulos RIA superiores a 10 3 y 

30 pueden reducir el titulo del virus infeccioso en mas de 10 4 
veces. 

DEPOSITO DE MICRCX)RGANISMOS 

El piasmido denominado pDIC-1, introducido en una 
35 bacteria DH-5 derivada de E. coli, [DH5/pDIC-l ] , ha sido 
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ciepositado el 6 de Marzo de 1996, en la European Collection 
of Animal Cell Cultures (ECACC) , en Porton Down, Salisbury, 
Whiltshire SP4 OJG (Reino Unido) , correspondiendole el numero 
de acceso P96030641. 

Adicionalinente, el virus complementador atenuado 
denominado THER-1 ha sido depositado en la ECACC el 5 de 
Marzo de 1996, correspondiendole el numero de acceso 
V96030642. 
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LISTA DE SECUENCIAS 

(1) I N FORMAC I ON GENERAL: 
(i) SOLICITANTE: 

(A) NOMBRE: CYANAMID IBERICA, S.A. 

(B) DIRECCION: CRISTOBAL BORDIU, 35 

(C) CIUDAD: MADRID 

(E) PAIS: ESPAftA 

(F) CODIGO POSTAL: 28003 

(G) TELEFONO: 34 1 663 91 21 

(H) TELEFAX: 34 1 663 94 01 
(ii) TITULO DE LA INVENCION: 

VECTORES BASADOS ZV GENOMAS VIRALES DEFECTIVOS 
RE C CMB I NANTE S Y SU EMPLEO EN LA FORMULAC I ON DE VACUNAS 
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 24 
(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR: 

(A) MEDIO: Diskete 

(B) ORDENADOR: IBM PC compatible 

(C) SISTEMA CPERATIVO: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patenrln Release #1.0, Version #1.30 (EPO) 

(2) I N FORMAC I ON PARA LA SECUENCIA I DENT I F I CADA N° [SEC. ID. 
N° ] : 1 : 

(i) CARAC TER I S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 27 pares de bases 

(B) TIPC: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) KIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I - SENT I DO : NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 1: 
GTGAGTGTAG CGTGGCTATA TCTCTTC 27 

(2) I N FORMAC I ON PARA LA SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : 2: 
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(i) CARACTERI S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 21 pares cie bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocat enaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 2: 
CCGTTGTGGT GTCACATTAA C 21 

(2) I NFORMAC I ON PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 3: 

L) CARACTERI ST I CAS DE LA SECUENCIA: 

vA) LONGITUD: 32 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 3: 
GCCTCTAGAG GAGCTTTGTG GTTCACTTAC AC 32 

(2) I N FORMAC I ON PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 4: 
(i) CARACTERI STICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 32 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 4: 
GCTCTAGAGC GTTTGAATCA ACCCCCAAAA GC 32 
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(2) I N FORMAC I ON PARA LA SECUENCIA I DENT I F I CADA N° : 5: 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 2 6 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) T0POLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO : NO 

(xi) TESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC . ID. N° : 5: 
GGAATTCCGG GACTATCCTA AGTGTG 2 6 



(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 6: 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 25 pares de bases 

(B) TIPO : acido nucleico 

(C) >:° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) T3P0L0GIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO : NO 

(xi) TESCRIPCION DE L^ SECUENCIA: SEC . ID. N° : 6: 
GGAATTCCAG CAATACTATT ATCAA 25 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 7: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de cases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) >:° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I - SENT I DO : NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 7: 
TTGATAATAG TATTGCTGGC 2 0 
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(2) INFORMATION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 8: 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) 10NGITUD: 23 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) KIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO : NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC . ID. N° : 8: 
GGACTAGTAT C AC TAT C AAA AGG 23 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 9: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) >T° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO : NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC, ID. N° : 9: 
GATGGATGTT GTGGTGTGAG 2 0 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 10: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 26 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO : NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 10: 
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CGAGTTGGTG TCCGAAGACA AAATCT 2 6 

(2) INFORMATION PARA. LA SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : 11: 

(i) CARACTERI S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 2 0 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS : monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO : NO 

(Xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 11: 
ATACGAGCAT CAATATCACC 2 0 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA I DENT I F I CADA N° : 12: 

(i) CARACTERI ST I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO : NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 12: 
AGAGTTGCCA CAGACTGCAG 2 0 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA I DENT I F I CADA N° : 13: 

(i) CARACTERI ST I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC . ID. N° : 13 
C AG C AG AT T C AAAGTTACCC 20 



(2) I NFORMAC I ON PARA LA SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : 14: 
(i) CARAC TER I S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO : NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 14: 
CCATTGTTAA GCCAACAACC 2 0 

(2) I N FORMAC I ON PARA LA SECUENCIA I DENT I F I CADA N° : 15: 

(i) C ARAC TE R I S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 13: 
AT C AC AC T T A GGATAGTCCC 2 0 



(2) I N FORMAC I ON PARA LA SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : lc: 

(i) CARAC TER I S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 19 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



49 

(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC . ID. N° : 16: 
GTCTAACAAT GTGCCAAGG 19 

(2) I N FORMAC I ON PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 17: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 17: 
GCCAGCAATA C TAT TAT C AA 20 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 13: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 13: 
CACTGTGGCA CCCTTACCTG 2 0 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° : 19: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 
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(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANT I -SENT I DO : NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 19: 
GTACACCCAC TATGTTGTCT 2 0 

(2) I NFORMAC I ON PARA LA SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : 20: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO : NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC . ID. N° : 20: 
TTGCGAGTGA AAACAAATGT 2 0 

(2) I NFORMAC ION FARA LA SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : 21: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 21: 
CTCACAATCA GACGCTGTAC 2 0 

(2) I N FORMAC I ON PARA LA SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : 22: 
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
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(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 
(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 22: 
GACACGTTGT CCCTGGTTGG 20 

(2) I N FORMAC I ON PARA LA SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : 23: 

(i) CARACTER I S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS : monocatenaria 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N°: 23: 
AC AT T T T AAA CAATCACTAG 20 

(2) I N FORMAC I ON PARA 1' SECUENCIA I DENT I FI CADA N° : 24: 

(i) CARACTER I S T I CAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 9714 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) N° DE CADENAS: bicatenaria 

(D) TOPOLOGIA: circular 
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc 

(iii) HIPOTETICA: NO 
(iv) ANTI-SENTIDO: NO 
(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Virus de la gastroenteritis porcina 
transmisible (VGPT) 

(B) ESTIRPE: THER-1 

(C) AISLADO INDIVIDUAL: DI-C 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° : 24: 



WO 97/34008 



PCTYES97/00059 



52 



NCTTTTAAAG 


TAAAGTGAGT 


GTAGCGTGGC 


TAT AT CT CTT 


CTTTTACTTT 


AACTAGCCTT 


60 


GTGCTAGATT 


TTGTCTTCGG 


ACACCAACTC 


GAACTAAACG 


AAATATTTGT 


GTTTCTATGA 


120 


AATCATAGAG 


GACAAGCGTT 


GATTATTTCC 


ATTCAGTTTG 


GCAATCACTC 


CTT GGAAC GG 


180 


GGTTGAGCGA 


AC GGT GCAGT 


AGGGTTCCGT 


CCCTATTTCG 


TAAGTCGCCT 


AGTAGTAGCG 


240 


AGTGCGGTTC 


CGCCCGTACA 


ACGTTGGGTA 


GACCGGGTTC 


CGTCCTGTGA 


TCTCCCTCGC 


300 


CGGCCGCCAG 


GAGAAT GAGT 


TCCAAACAAT 


TCAAGATCCT 


T GTTAAT GAG 


GACTAT CAAG 


360 


TCAACGTGCC 


TAGTCTTCCT 


ATTCGTGACG 


TGTTACAGGA 


AATTAAGTAC 


TGCTACCGTA 


420 


AT GGATTT GA 


GGGCTATGTT 


TTCGTACCAG 


AATACTGTCG 


TGACCTAGTT 


GATT GC GAT C 


480 


GTAAGGATCA 


C T AC GT CAT T 


GGTGTTCTTG 


GTAACGGAGT 


AAGTGATCTT 


AAACCTGTTC 


540 


TTCTTACCGA 


ACCCTCCGTC 


ATGTTGCAAG 


GCTTTATTGT 


TAGAGCTAAC 


TGCAATGGCG 


600 


TTCTTGAGGA 


CTTTGACCTT 


AAAATTGCTC 


GCACTGTCAG 


AGGTGCCATA 


TAT GTT GAT C 


660 


AATACATGTG 


TGGTGCTGAT 


GGAAAAC CAG 


TCATTGAAGG 


CGATTTTAAG 


GACTACTTCG 


720 


GTGATGAAGA 


CAT CAT T GAA 


TTTGAAGGAG 


AGGAGTACCA 


TTGCGCTTGG 


ACAACTGTGC 


780 


GCGATGAGAA 


ACCGCTGAAT 


CAGCAAACTC 


T CTTT AC CAT 


T CAGGAAAT C 


CAATACAATC 


840 


T GGACATT C C 


TCATAAATTG 


CCAAACTGTG 


CTACTAGACA 


TGTAGCACCA 


C C AGT C AAAA 


900 


AGAACTCTAA 


AATAGTTCTG 


T CT GAAGATT 


ACAAGAAGCT 


TT AT GAT AT C 


TT C GGAT CAC 


960 


CCTTTATGGG 


AAATGGTGAC 


T GT CTTAGCA 


AATGCTTTGA 


CACTCTTCAT 


TTTATCGCTG 


1020 


CTACTCTTAG 


ATGCCCGTGT 


GGTTCTGAAA 


GTAGCGGCGT 


TGGAGATTGG 


ACT GGT T T TA 


1080 


AGACTGCCTG 


TTGTGGTCTT 


T CT GGCAAAG 


TTAAGGGT GT 


CACTTT GGGT 


GATATTAAGC 


1140 


CTGGTGATGC 


TGTTGTCACT 


AGTATGAGCG 


CAGGTAAGGG 


AGTTAAGTTC 


TTTGCCAATT 


1200 


GTGTTCTTCA 


ATATGCTGGT 


3ATGTTGAAG 


GT GT CT C CAT 


CTGGAAAGTT 


ATTAAAACTT 


1260 


TTACAGTT GA 


TGAGACTGTA 


TGCACCCCTG 


GTTTTGAAGG 


CGAATTGAAC 


GACTT CAT C A 


1320 


AACCTGAGAG 


CAAAT CACTA 


3TTGCATGCA 


GCGTTAAAAG 


AGC ATT CAT T 


ACT GGT GATA 


1380 


T T GAT GAT GC 


T GT AC AT GAT 


TGTATCATTA 


CAGGAAAATT 


GGAT CTTAGT 


ACCAACCTTT 


1440 


TTGGTAATGT 


TGGTCTATTA 


7 T CAAGAAGA 


CTCCATGGTT 


T GT ACAAAAG 


TGTGGTGCAC 


1500 


TTTTTGTAGA 


CGCTTGGAAA 


GTAGTAGAGG 


AC ; TTGTGG 


TTCACTCACA 


CTTACATACA 


1560 


AGCAAATTTA 


TGAAGTTGTA 


3CATCACTTT 


GCACTTCTGC 


TTTTACGATT 


GTAAACTACA 


1620 


AGC CAACATT 


TGTGGTTCCA 


GACAATCGTG 


TTAAAGAT CT 


TGTAGACAAG 


TGTGTGAAAG 


1680 


TTCTTGTAAA 


AGCATTTGAT 


3TTTTTACGC 


AGATTATCAC 


AATAGCT GGT 


ATTGAGGCCA 


1740 


AATGCTTTGT 


GCTTGGTGCT 


AAATACCTGT 


T GTT CAATAA 


TGCACTTGTC 


AAACTTGTCA 


1800 


GTGTTAAAAT 


CCTTGGCAAG 


AAGCAAAAGG 


GTCTTGAATG 


TGCATTCTTT 


GCTACTAGCT 


1860 


TGGTTGGTGC 


AACTGTTAAT 


3TGACACCTA 


AAAGAACAGA 


GACT GCCACT 


AT C AGCTT GA 


1920 


ACAAGGTTGA 


T GAT GTT GT A 


GCAC CAGGAG 


AGGGT TAT AT 


CGTCATTGTT 


GGTGATAT GG 


1980 


CTTT CTACAA 


GAGT GGT GAA 


TATTATTTCA 


TGATGTCTAG 


TCCTAATTTT 


GTT CTTACTA 


2040 


ACAATGTTTT 


TAAAGCAGTT 


AAAGTT CCAT 


CTT AT GACAT 


C GTT TAT GAT 


GTTGATAATG 


2100 


ATACCAAAAG 


CAAAATGATT 


GCAAAACTTG 


GT T CAT CAT T 


T GAA CAAAT A 


CCAACTGGCA 


2160 


CACAAGATCC 


AATTCGGTTC 


TGTATTGAAA 


AT GAAGTTT G 


TGTTGTCTGT 


GGTTGTTGGC 


2220 


TTAACAAT GG 


TTGCATGTGC 


GATCGTACTT 


CTATGCAGAG 


TTTTACTGTT 


GAT CAAAGT T 


2280 


ATTTAAACGA 


GTGCGGGGTT 


CTAGTGCAGC 


T CGACTAGAA 


CCCTGCAATG 


GTACTGATCC 


2340 


AGAC CAT GTT 


AGTAGAGCTT 


TTGACATCTA 


CAACAAAGAT 


GTTGCGTGTA 


TTGGTAAATT 


2400 


CCTTAAGACG 


AATTGTTCAA 


GATTTAGGAA 


TTTGGACAAA 


CATGATGCCT 


ACTACATTGT 


2460 


CAAACGTTGT 


ACAAAGACCG 


TTATGGACCA 


TGAGCAAGTC 


TGTTATAACG 


ATCTTAAAGA 


2520 


TTCTGGTGCT 


GTTGCTGAGC 


ATGACTTCTT 


CACATATAAA 


GAGGGTAGAT 


GTGAGTTCGG 


2580 
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TAATGTTGCA CGTAGGAATC TTACAAAGTA 
AAATTTT GAT GAAAAGAACT GTGAAGTTCT 
C ACT GAAGAA TTCTTTGAAA ATAAAGATTG 
T GAAGTTTAT GCAAAACTTG GACCCATTGT 
TTGCGATGCG ATAGTGGAAA AAGGCTATAT 
TAATGGCAAT TTCTACGATT TCGGCGATTT 
TTGTGTTACA TCATATTATT CTTATATGAT 
GTCTGAAAAC TTTGTGAAAA GTGACATCTA 
AGCTTATGAT TTTACCGAAC ATAAGGAGTA 
TCGCACATAT CACCCAAATT GTTCTGATTG 
TAATTTTAAC ACATTGTTTT CT AT GACAAT 
TAAAGTT CAT ATTGATGGTG TACCAGTAGT 
TGGTATAGTA TGGAATCTTG AT GTAAAATT 
TCTTAGATTT GTCACAGATC CAACACTTCT 
GCGTACTGTC TGTTTCTCCA TTGCAGCTTT 
ACCAGGTCAC TTTAACAAGG ATTTCTACGA 
GGGAT CT GAG TTAACAT TAA AACATTTTTT 
AGACTT CAAT TATTATCGCT ACAATAGAGT 
TGTTTACAAA AT AGTT GGCA AGTATTTTGA 
TGAAGTTGTT GTTACAAACT AT GAC AAGAG 
AGCTAGACTT TACTACGAAA CTCTTTCATA 
AAAGAGAAAT GTTTTACCCA CAATGACTCA 
GGCAAGAGCT CGTACAGTAG GAGGAGTTTC 
T CAT CAGAAG CATTT GAAGT CAATTGCTGC 
AACCAAGTTT TATGGTGGTT GGGACAATAT 
TGGTTGTTTG ATGGGATGGG ACTATCCTAA 
AATGGCTTCT GC C AT GAT AT TAGGTTCTAA 
GTTCTACCGC CT CT C CAAT G AGTTAGCTCA 
TGGTTTTTAT TTTAAACCTG GTGGTACAAC 
CTCTGCTTTT AACATCTTTC AAGCTGTTTC 
TTCAAACGCT TGTAACAACG TTACAGTAAA 
TTATCGTAGT AGCAGC ATT G AT GAAGAATT 
ACACTTTTCT AT GAT GATTT TAT C T GAT G A 
GGAT TTAGGT TATGTAGCTG ACATTAATGC 
CGTCTTTATG TCCACTTCTA AGTGTTGGGT 
ATTTTGTTCA CAGCATACAT TGCAGATTGT 
TCCAGACCCG TCCAGAATTT TGTCAGCTGG 
CAAT GTTATT AT GTTAGAAC GTTACGTGTC 
ACAC CCTAAG CCTGCTTATC AAAAAGTGTT 
ACAGAAAAAT TTGAATGCAG GTGTTCTTGA 
TCAAGATAAG TTCTGGAGTG AAGAGTTTTA 
GCAAGCT GCA GGCATGTGTG T AGTATGT GG 
TCTTAGGAGA CCACTTTTAT GCACGAAATG 



53 

CACAATGATG GATCTTTGTT AC GC TAT CAG 2640 
CAAAGAAATA CTCGTGACAG TAGGTGCTTG 2700 
GTTTGATCCA GTTGAAAATG AAGC CAT ACA 2760 
AGCCAAT GCT AT GCTTAAAT GTGTTGCTTT 2820 
AGGTGTTATA ACACTTGACA ACCAAGATCT 2860 
CGTGAAGACT GCTCCGGGTT TTGGTTGCGC 2 940 
GCCTTTAATG GGGATGACTT CATGCTTAGA 3000 
TGGTTCTGAT TATAAGCAGT AT GAT TTACT 3060 
CCTTTTCCAA AAATACTTTA AGTACT GGGA 3120 
TACTAGTGAC GAGT GTATTA TTCATTGTGC 3180 
ACCAATGACA GCTTTTGGAC CACTTGTCCG 3240 
T GTTACT GCA GGTTACCATT TCAAACAACT 3300 
AGACACAATG AAGTT GAGC A TGACTGATCT 3360 
TGTAGCATCA AGCCCTGCAC TTTTAGAC C A 3420 
GAGT ACT GGT AT T ACAT AT C AGACAGTAAA 3480 
TTTCATAACA GAGCGTGGAT TCTTTGAAGA 3540 
CTTTGCACAG GGTGGTGAAG CT GCT AT GAC 3600 
CACAGTACTT GATATTT GC C AAGCTCAATT 3660 
AT GTTAT GAC GGTGGGTGCA TTAATGCTCG 372 0 
T GCT GGCTAT CCTTTGAACA AATTTGGTAA 37 8 0 
T GAAGAGC AG GATGCACTTT TTGCTTTAAC 38 4 0 
AATGAATTTG AAATACGCTA TTTCTGGTAA 3900 
ACTTCTTTCT ACCATGACTA C GAGACAAT A 3960 
AACACGCAAT GCTACTGTGG TCATTGGTTC 4020 
GCTTAAAAAT TTAATGCGTG AT GTT GATAA 408 0 
GTGTGACCGT GCTTTACCTA ATATGATTAG 4140 
GCATGTTGGT TGTTGTACAC ATAATGATAG 42 00 
AGTACT CACA GAAGTTGTGC ATTGCACAGG 42 60 
TAGCGGTGAT GGTACTACAG CAT AT GCT AA 4 32 0 
TGCTAATGTT AATAAGCTTT TGGGGGTTGA 438 0 
AT C CAT AC AA CGTAAAATTT AC GATAAT T G 44 4 0 
T GTT GTT GAG TACTTTAGTT ATTT GAGAAA 4 500 
TGGAGTTGTG T GCTACAAC A AAGATTAT GC 4 560 
TTTTAAAGCA ACACTTTATT AC CAGAAT AA 462 0 
AGAACCAGAT CTTAGTGTTG GACCACATGA 468 0 
TGGGCCTGAT GGAGACT AC T ATCTTCCCTA 47 4 0 
TGTGTTTGTT GATGACATAG TTAAAACAGA 4 800 
ATT GGCTATT GAC G CAT AC C CGCTCACAAA 48 60 
TTACACT CTA CTAGATT GGG TTAAACAT CT 4920 
TTCGTTTTCA GTGACAATGT TAGAGGAAGG 498 0 
CGCTAGCCTC TAT GAAAAGT CCACTGTCTT 5040 
TTCGCAAACT GTACTTCGTT GT GGAGACT G 5100 
TGCTTACGAC CATGTTATGG GAACAAAGCA 5160 
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TAAATTCATT 


ATGTCTATCA 


CAC CAT AT GT 


GT GTAGTTTT 


AATGGTTGTA 


ATGTCAATGA 


5220 


TGTTACAAAG 


TTGTTTTTAG 


GTGGT CTTAG 


TTATTATTGT 


ATGAACCACA 


AACCACAGTT 


5280 


GTCATTCCCA 


CTCTGTGCTA 


ATGGCAACGT 


TTTTGGTCTA 


TATAAAAGTA 


GTGCAGTCGG 


5340 


CTCAGAGGCT 


GTTGAAGATT 


TCAACAAACT 


TGCAGTTTCT 


GACT GGACTA 


AT GT AGAAGA 


5400 


CTACAAACTT 


GCTAACAATG 


T CAAGGAAT C 


T CT GAAAATT 


TTCGCTGCTG 


AAACT GTGAA 


5460 


AGCTAAGGAG 


GAGTCTGTTA 


AATCTGAATA 


T GCT TAT GCT 


GTATTAAAGG 


AGGTTATCGG 


5520 


C C CTAAGGAA 


ATT GT ACT C C 


AAT GGGAAGC 


TTCTAAGACT 


AAGCCTCCAC 


TTAACAGAAA 


5580 


TTCAGTTTTC 


ACGTGTTTTC 


AGATAAGTAA 


GGATACTAAA 


ATTCAATTAG 


GTGAATTTGT 


5640 


GTTTGAGCAA 


TCTGAGTACG 


GTAGTGATTC 


TGTTTATTAC 


AAGAGC AC GA 


GT ACT T AC AA 


5700 


ATTGACACCA 


GGT AT GAT TT 


TTGTGTTGAC 


TT CT CATAAT 


GTGAGTCCTC 


TTAAAGCTCC 


5760 


AATTTTAGTC 


AACCAAGAAA 


AGTACAATAC 


CAT AT CT AAG 


CTCTATCCTG 


T C TTTAAT AT 


5820 


AGCGGAGGCC 


TATAATACAC 


TGGTTCCTTA 


CTACCAAATG 


ATAGGTAAGC 


AAAAATTTAC 


5880 


AACTATCCAA 


GGTCCTCCTG 


GTAGCGGTAA 


AT CT CATT GT 


GTTATAGGTT 


TGGGTTTGTA 


5940 


TTACCCTCAG 


GCGAGAATAG 


TCTACACTGC 


ATGTTCTCAT 


GCGGCT GTAG 


ACGCTTTATG 


6000 


T GAAAAAGC A 


GCCAAAAACT 


TCAATGTTGA 


TAGATGTTCA 


AGGATAATAC 


CTCAAAGAAT 


6060 


C AGAGTT GAT 


T GTT ACACAG 


GCTTTAAGCC 


TAATAACACC 


AAT GC G C AGT 


ACTTGTTTTG 


6120 


TACTGTTAAT 


GCT CTACCAG 


AAGCAAGTTG 


T GACATT GTT 


GT AGT T GAT G 


AGGTCTCTAT 


6180 


GTGTACTAAT 


TAT GAT CT T A 


GT GT CAT AAA 


TAGCCGACTG 


AGTTACAAAC 


AT AT T GT T T A 


6240 


TGTTGGAGAC 


CCACAGCAGC 


TACCAGCTCC 


TAGAACTTTG 


ATTAATAAGG 


GTGTACTTCA 


6300 


AC C GCAGGAT 


TACAATGTTG 


TAAC C AAAAG 


AAT GT GCACA 


CTAGGACCTG 


ATGTCTTTTT 


6360 


GCATAAATGT 


TACAGGTGCC 


CAGCT GAAAT 


TGTTAAAACA 


GTCTCTGCAC 


TTGTTTATGA 


6420 


AAATAAATTT 


GTACCTGTCA 


ACCCAGAATC 


AAAGCAGTGC 


TT CAAAAT GT 


TTGTAAAAGG 


6480 


TCAGATTCAG 


ATTGAGTCTA 


ACTCTTCTAT 


AAACAACAAG 


CAACTAGAGG 


TTGTCAAGGC 


6540 


CTTTTTAGCA 


CATAAT CCAA 


AATGGCGTAA 


AGCTGTTTTC 


ATCTCACCCT 


AT AAT AGT C A 


6600 


AAATTAT GTT 


GCTCGGCGTC 


TTCTTGGTTT 


GCAAACGCAA 


ACTGTGGATT 


CCGCTCAGGG 


6660 


TAGTGAGTAT 


GATTACGTCA 


TCTAGCTGCT 


CTGAAGATTT 


TTAATCCTGC 


TGCAATTCAC 


6720 


GATGTGGGTA 


ATCCAAAAGG 


CAT C C GTT GT 


GCTACAACAC 


CAATACCATG 


GTTTTGTTAT 


6780 


GAT C GT GAT C 


CTATTAATAA 


CAATGTTAGA 


TGTCTGGATT 


AT GACTATAT 


GGTACAT GGT 


6840 


CAAATGAATG 


GTCTTATGTT 


ATTTT GGAAC 


T GT AAT GT AG 


ACATGTACCC 


AGAGTTTTCA 


6900 


ATTGTTTGTA 


GATTT GATAC 


TCGCACTCGC 


TCTAAATTGT 


CTTTAGAAGG 


TTGTAATGGT 


6960 


GGTGCATTGT 


AT GTTAATAA 


ccatgctttc 


CACACACCAG 


CTTATGATAG 


AAGAGCTTTT 


7020 


GCTAAGCTTA 


AACCTATGCC 


ATTCTTTTAC 


TATGATGATA 


GTAATTGTGA 


ACTTGTTGAT 


7080 


GGGCAACCTA 


ATT AT GT AC C 


ACTTAAGTCA 


AATGTTTGCA 


TAACAAAATG 


CAACATT GGT 


7140 


GGTGCTGTCT 


GCAAGAAGCA 


TGCTGCTCTT 


T ACAGAGC GT 


AT GTT GAGGA 


TTACAACATT 


7200 


TTTATGCAGG 


CT GGTTTTAC 


AAT AT GGT GT 


C CT CAAAACT 


TTGACACCTA 


TATGCTTTGG 


7260 


CATGGTTTTG 


TTAATAGCAA 


AGCACTTCAG 


AGT CTAGAAA 


ATGTGGCTTT 


TAAT GT C GTT 


7320 


AAGAAAGGTG 


CCTTCACCGG 


T TT AAAAGGT 


GACTTACCAA 


CTGCTGTTAT 


T GCT GACAAA 


7380 


ATAATGGTAA 


GAGATGGACC 


T AC T GACAAA 


TGTATTTTTA 


CAAATAAGAC 


T AGTTT AC CT 


7440 


ACAAATGTAG 


CTTTTGAGTT 


ATATGCAAAA 


CGCAAACTTG 


GACTCACACC 


TCCATTAACA 


7500 


AT ACT TAGGA 


ATTTAGGTGT 


TGTCGCAACA 


TATAAGTTTG 


TGTTGTGGGA 


TTAT GAAGCT 


7560 


GAACGTCCTT 


TCTCAAATTT 


CACTAAGCAA 


GTGTGTTCCT 


ACACTGATCT 


TGATAGTGAA 


7620 


GTTGTAACAT 


GTTTTGATAA 


TAGTATTGCT 


GGCTCTTTTG 


AGCGTTTTAC 


TACTACAAGA 


7680 


GAT GCAGTGC 


TTATTTCTAA 


TAAC GCT GT G 


AAAGGGCTTA 


GT GC CAT T AA 


ATTACAATAT 


7740 
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GGCCTTTTGA AT GAT CT ACC TGTAAGTACT 
TATGTGCGCA AGAAT GGTGA GTACGTCGAA 
ACTTTTGAAA CCTTCAAACC TCGTAGTACA 
ACACTCTTCA T C CAAAAGT A TGGTCTTGAG 
GATGTCTCTA AAAC T AC CAT TGGTGGTATG 
AAAATGGGTT TGTTTTCCGT TCAAGAATTT 
TGTTGTATTA CATATGCTGA TGATCCATCT 
CTCTTGGACG ATTTTGTGAC TAT CATTAAG 
GTGGATGTCA TTGTAGATTG TAAGGCATGG 
ATTAAAACCT TCTATCCACA ACTCCAATCT 
ACACT GTAC A AAATCCAGCG TATGTGTCTC 
CAAGT GAAAT TACCTGATGG CATTACTACT 
TAC CTTAACA CT AC TACATT GTGTGTACCA 
GCTGGTGCAT CTGGTGTTGC TCCTGGTAGT 
GCCATATTGG TTGATAATGA TTTGAGAGAT 
GGTGATTGTA CTAGTCTTTA CAT C GAAGAC 
GATGGCTCCA CAAAAT CAP..." TGACGGTGAA 
ATTAAT GGTT TCATTAAAGA GAAACTGTCA 
GAATT TAGTT GGAATAAAGA TTTAT AT GAA 
TTTT GTACAA GT GTTAACAC GT CAT CAT C A 
GGAC CAT ACT GT GACAAAGC AATAGTAGAT 
TGGAGAAACT CTACAATTAT GGCTCTATCA 
AAGTGTCGTT GTAACAACGC ACTTATTGTT 
GT CAT T GGAT TACTAAGGAA GGGTAAGTTG 
TTTGGTAACC ACTTCGTTAA CAC AC CAT GA 
TTACTACTAA TTGGTAGACT CCAATTATTA 
CTTAAAACTG TCAATGACTT TAATATCTTA 
AAAGTGGTGC TT C GAGTAAT CTTTCTAGTC 
GT CAC AT T AA TGTAAGGCAA CCCGATGTCT 
ATCGCGCTGT CTACTCTTGT ACAGAAT GGT 
CTATTGCATA TTAGGAAGTT TAGATTTGAT 
AGTTTAAAGA TCCGCTACGA CGAGCCAACA 
TGTTTAAAAT GTAAAATTGT TTGAAAATTT 
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GTT GGAAATA 


AACCTGTCAC 


AT GGT AT AT C 


7800 


CAAATCGATA 


GTTACTATAC 


ACAGGGACGT 


7860 


ATGGAAGAAG 


ATTTTCTTAG 


TAT GGAT ACT 


7920 


GATTATGGTT 


TTGAACACGT 


TGTATTTGGA 


7980 


CATCTTCTTA 


TATCGCAAGT 


GCGCCTTGCA 


8040 


ATGAATAATT 


CT GACAGTAC 


ACT GAAAAGT 


8100 


TCTAAGAATG 


TGTGCACTTA 


TAT GGACATA 


8160 


AGCTTAGATC 


TTAAT GTT GT 


GTCCAAAGTT 


8220 


AGAT GGAT GT 


TGTGGTGTGA 


GAATTCACAT 


8280 


GCTGAATGGA 


ATCCCGGCTA 


TAGCATGCCT 


8340 


GAACGGT GTA 


AT CT CTACAA 


TTAT GGTGCA 


8400 


AATGTCGTTA 


AGT AT ACT CA 


GTTGTGTCAA 


8460 


CACAAAATGC 


GTGTATTGCA 


TTTAGGAGCT 


8520 


ACT GTAT T AA 


GAAGATGGTT 


AC CAGAT GAT 


8580 


TACGTTTCCG 


ACGCAGACTT 


CAGTGTTACA 


8640 


AAGTTTGATT 


TGCTCGTCTC 


TGATTTATAT 


8700 


AACACGTCGA 


AAGAT GGTTT 


CTTTACTTAT 


8760 


CTTGGTGGAT 


CTGTTGCCAT 


TAAAAT CACG 


8820 


TTGATTCAAA 


GATTT GAGTA 


TTGGACTGTG 


8880 


GAAGGCTTTC 


T GATT GGT AT 


TAACTACTTA 


8940 


GGAAATATAA 


TGCATGCCAA 


TTATATATTT 


9000 


CATAACT CAG 


TCCTAGACAC 


TCCTAAATTC 


9060 


AATTTAAAAG 


AAAAAGAATT 


G AAT GAAAT G 


9120 


CTCATTAGAA 


AT AAT GGTAA 


GTTACTAAAC 


9180 


AAAAATGCTG 


TAT TT ATT AC 


AGTTTTAATC 


9240 


GAAAGACTAT 


TACTTAATCA 


CTCTTTCAAT 


9300 


TATAGGAGTT 


TAGCAGAAAC 


CAGATT AC TA 


9360 


TTACTAGGAT 


TTTGCTGCTA 


CAGATTGTTA 


9420 


AAAACTGGTT 


TTTCCGAGGA 


ATT ACT GGT C 


9480 


AAGCACGTGT 


AATAGGAGGT 


ACAAGCAACC 


9540 


TTGGCAATGC 


TAGAT TT AGT 


AATTTAGAGA 


9600 


AT GGAAGAGC 


TAACGTCTGG 


AT CT AGT GAT 


9660 


TCCTTTTGAT 


AGT GATACAA 


AAAA 


9714 
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REIVINDICACIONES 

1. Un genoma viral defective que comprende el genoma 
cle un virus parental que tiene las senales de 
reconocimiento de la replicasa viral localizadas en los 
extremes 3 f y 5', que comprende ademas deleciones 
internas, y en el que dicho genoma viral defectivo depende 
de un virus compiementador para su replicacion. 

2. Un genoma segiin la reivindicacion 1, que 
comprende, ademas, la secuencia compieta que codifica la 
replicasa del virus parental. 

3. Un genoma segiin las reivindicaciones anteriores, 
en el que dicho virus parental es un coronavirus. 

4 . Un genoma segiin las reivindicaciones anteriores, 
que comprende un genoma defectivo de un coronavirus 
porcine, canino o felino. 

5. Un genoma segiin la rei\ r indicacion 4, que comprende 
un genoma defectivo del virus de la gastroenteritis 
porcina transmisible (VGPT) . 

6. Un genoma segiin cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, en el que dicho virus compiementador es el 
virus parental. 

7 . Un vector de expresicn basado en un genoma viral 
defectivo recombinante que expresa al menos un antigeno 
capaz de inducir respuestas inmunes sistemicas y 
secretoras, que comprende un genoma viral defectivo segun 
las reivindicaciones 1 a 6, o su correspondiente ADN 
complementario (ADNc) , y al menos, una secuencia de ADN 
que codifica un antigeno capaz de conferir inmunidad 
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sistemica y en mucosas • 

8. Un vector segun la reivindicacion 7, que comprende 
mas de una secuencia de ADN, cada una de las cuales 
codifica un antigeno distinto capaz de conferir inmunidad 
sistemica y en mucosas. 

9. Un vectcr de expresion basado en un genorna viral 
defective recombinante que expresa al menos un anticuerpo 
que proporciona proteccion contra un agente infeccioso, 
que comprende un genorna viral - defectivo segun las 
reivindicaciones 1 a 6, o su correspondiente ADN 
complementario ADNc) , y al menos, una secuencia de ADN 
que codifica ur. anticuerpo que proporciona proteccion 
contra un agente infeccioso. 

10. Un vector segun la reivindicacion 9, que 
comprende mas de una secuencia de ADN, cada una de las 
cuales codifica un anticuerpo que proporciona proteccion 
contra un agent: e infeccioso. 

11. Un sistema recombinante basado en virus 
defectivos recembinantes que expresan, al menos, un 
antigeno capaz de inducir inmunidad sistemica y en 
mucosas, que ccrr.prende: 

a) un vector de expresion recombinante basado en un 
genorna viral defectivo segun las reivindicaciones 7 u 8, 
que contiene, al menos, una secuencia de ADN que codifica 
un antigeno capaz de conferir inmunidad sistemica y en 
mucosas; y 

b) un virus complementador . 

12. Un sistema segun la reivindicacion 11, en el que 
dicho vector de expresion comprende mas de una secuencia 
de ADN, cada una de las cuales codifica un antigeno 
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distinto capaz de conferir inmunidad sistemica y en 
mucosas . 

13. Un sistema segun la reivindicacion 11, que 
5 comprende distintos vectores de expresion cada uno de los 
cuales contiene una secuencia de ADN distinta que codifica 
un antigeno distinto capaz de conferir inmunidad sistemica 
y en mucosas, 

10 14. Un sistema segun cualquiera de las 

reivindicaciones 11 a 13, en el que dicho virus 
complementador es el virus parental del que deriva el 
genoma viral defectivo. 

15 15, Un sistema segun la reivindicacion 14, en ei que 

dicho virus complementador proporciona las proteinas 
funcionaies y estructurales para la replicacion y 
encapsidacion del genoma defectivo. 

20 16. Un sistema segun la reivindicacion 14, en ei que 

dicho virus complementador proporciona las proteinas 
estructurales para la encapsidacion del genoma defective. 

17. Un sistema recombinante basado en virus 
25 defectivos recombinantes que expresan, al menos, un 
anticuerpo que proporciona proreccion contra un agente 
infeccicso, que comprende: 

a) un vector de expresion recombinante basado en un 
genoma viral defectivo segun las reivindicaciones 9 6 10, 

30 que contiene, al menos, una secuencia de ADN que codifica 
un anticuerpo que proporciona proteccion contra un agente 
infeccicso, y 

b) un virus complementador. 



35 



18. Un sistema segun la reivindicacion 17, en el que 
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dicho vector de expresion comprende mas de una secuencia 
de ADN, cada una de las cuales codifica un anticuerpo que 
proporciona proteccion contra un agente infeccioso. 

5 19. Un sistema segun la reivindicacion 17, que 

comprende distintos vectores de expresion cada uno de los 
cuales contiene una secuencia de ADN distinta que codifica 
un anticuerpo que proporciona proteccion contra un agente 
infeccioso . 

10 

20. Un sistema segun cualquiera de las 
reivindicaciones 17 a 19, en el que dicho virus 
complement ado r es el virus parental del que deriva el 
genoma viral defective. 

15 

21. Un sistema segun la reivindicacion 20, en el que 
dicho virus complementador proporciona las proteinas 
funcionales y estructurales para la replicacicn y 
encapsidacion del genoma defectivo. 

20 

22. Un sistema segun la reivindicacion 20, en el que 
dicho virus complementador proporciona las proteinas 
estructurales para la encapsidacion del genoma defeczivo. 

25 23. Una vacuna capaz de inducir proteccicn en 

animales frente a un agente infeccioso, que comprende una 
cantidad adecuada de un sistema recombinante segun 
cualquiera de las reivindicaciones 11 a 22, junto con un 
excipiente f armaceuticamente aceptable . 

30 

2-4. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en ia que 
dicho sistema recombinante comprende un vector de 
expresion que contiene una secuencia de ADN que codifica 
un antigeno capaz de conferir inmunidad sistemica y en 
35 mucosas. 
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25. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 
dicho sistema recombinante comprende un vector de 
expresion que contiene mas de una secuencia de ADN, cada 
una de las cuales codifica un antigeno distinto capaz de 

5 conferir inmunidad sistemica y en mucosas. 

26. Una vacuna segun la reivindicacion 23 , en la que 
dicho sistema recombinante comprende distintos vectores de 
expresion cada uno de los cuales contiene al menos una 

10 secuencia de ADN distinta que codifica un antigeno 
distinto capaz de conferir inmunidad sistemica y en 
mucosas* 

27. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
15 para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 

porcinos, en la que el sistema recombinante comprende al 
menos un vector de expresion que contiene al menos una 
secuencia de ADN que codifica un antigeno de un patogeno 
porcino . 

20 

28. Una vacuna segiin la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 
porcinos, en la que el sistema recombinante comprende un 
vector de expresion que contiene mas de una secuencia de 

25 ADN, cada una de las cuales codifica un antigeno distinto 
de un patdgeno porcino. 

29. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 

30 porcinos, en la que el sistema recombinante comprende 
distintos vectores de expresion cada uno de los cuales 
contiene al menos una secuencia de ADN que codifica un 
antigeno de un patogeno porcino. 

35 30. Una vacuna segun las reivindicaciones 27 a 29, en 
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la que dicho patogeno porcino se selecciona de un grupo 
constituido esencialmente por: Actinobacillus suis, 
Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, 
Parvovirus porcino, Leptospira, Escherichia coli, 
5 Erysipelotrix rhusiopathiae, Pasterella multocida, 
Bordetella bronchiseptica, Clostridium sp., Serpulina 
hydiosenteriae, Mycoplasma hyopneumoniae, virus de la 
diarrea epidemica porcina (PEDV) , coronavirus respiratorio 
porcino, rotavirus, o contra los patogenos causantes del 
10 sindrome respiratorio y reproductive porcino, la 
enfermedad de Aujeszky ( Pseudorabies ) , influenza porcina 
o gastroenteritis transmisible y el agente etiologico de 
la rinitis atrofica y de la ileitis prolif erativa . 

15 31. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 

para conferir inmunidad conrra agentes infecciosos 
caninos, en la que el sistema recombinante comprende al 
menos un vector de expresion que contiene al menos una 
secuencia de ADN que codifica un antigeno de un patogeno 

2 0 canino. 

32. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad conura agentes infecciosos 
caninos, en la que el sistema recombinante comprende un 

25 vector de expresion que contiene mas de una secuencia de 
ADN, cada una de las cuales codifica un antigeno distinto 
de un patogeno canino. 

33. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
30 para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 

caninos, en la que el sistema recombinante comprende 

distintos vectores de expresion cada uno de los cuales 

contiene al menos una secuencia de ADN que codifica un 
antigeno de un patogeno canino. 



35 



WO 97/34008 



PCT7ES97/00059 



62 

34. Una vacuna segun las reivindicaciones 31 a 33, en 
la que dicho patogeno canino se selecciona de un grupo 
constituido esencialmente por: herpesvirus caninos, 
adenovirus canino tipos 1 y 2, parvovirus canino tipos 1 
y 2, reovirus canino, rotavirus canino, coronavirus 
canino, virus de la parainfluenza canina, virus de la 
influenza canina, virus del moquillo (Distemper virus) , 
virus de la rabia, retrovirus y calicivirus canino. 

35. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 
felinos, en la que el sistema recombinante comprende al 
menos un vector de expresion que contiene al menos una 
secuencia de ADN que codifica un antigeno de un patogeno 
f elino . 

36. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 
felinos, en la que el sistema recombinante comprende un 
vector de expresion que contiene mas de una secuencia de 
ADN, caaa una de las cuales codifica un antigeno dis~into 
de un patogeno f elino. 

S* 7 . Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra agentes infecciosos 
felinos, en la que el sistema recombinante comprende 
distinrcs vectores de expresion cada uno de los cuales 
contiene al menos una secuencia de ADN que codifica un 
antigeno de un patogeno f elino. 

38. Una vacuna segun las reivindicaciones 35 a 37, en 
la que dicho patogeno felino se selecciona de un grupo 
esencialmente constituido por: calicivirus del gato, virus 
de la inmuno-def iciencia felina, herpesvirus felinos, 
virus de la panleucopenia felina, reovirus felino, 
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rotavirus felino/ coronavirus felino, virus cie la 
peritonitis infecciosa del gato, virus de la rabia, 
Chlamydia psittaci felina y virus de la leucemia felina. 

5 39. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 

dicho sistema recombinante comprende un vector de 
expresion que contiene una secuencia de ADN que codifica 
un anticuerpo que proporciona proteccion contra un agente 
inf eccioso . 

10 

40. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 
dicho sistema recombinante comprende un vector de 
expresion que contiene mas de una secuencia de ADN, cada 
una de las cuales codifica un anticuerpo que proporciona 

15 proteccion contra un agente inf eccioso. 

41. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 
dicho sistema recombinante comprende distintos vectores de 
expresion cada uno de los cuales contiene al menos una 

20 secuencia de ADN distinta que codifica un anticuerpo que 
proporciona proteccion contra un agente inf eccioso. 

42. Una vacuna segun la reivindicacion 23, adecuada 
para conferir inmunidad contra un agente infeccioso 

25 porcine, en la que el sistema recombinante comprende al 
menos un vector de expresion que contiene al mencs una 
secuencia de ADN :?ue codifica un anticuerpo que 
proporciona proteccxen contra dicho agente infeccioso 
porcino . 

30 

43. Una vacuna segun la reivindicacion 42, en la que 
el sistema recombinante comprende al menos un vector de 
expresion que contiene al menos una secuencia de ADN que 
codifica el anticuerpo monoclonal identificado como 6A.C3 

35 capaz de neutralizar el virus de la gastroenteritis 
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porcina transmisible (VGPT) . 

44. Una vacuna segun la reivindicacion 23, en la que 
el virus complementador del sistema recombinante comprende 
un coronavirus. 

45. Una vacuna segun la reivindicacion 44, en la que 
dicho coronavirus se selecciona del grupo formado por 
coronavirus porcinos, caninos y felinos. 



WO 97/34008 



65 



PCT/ES97/00059 



Referenda del expediente del 

solicitante o del mandatario PCT. 1/97 



Solicitud intemacional n° 



PCT / E S 0 7 / 0 0 0 5 9 



INDICACION RELATTVA AL DEPOSITO DE UN MICRO-ORGANISMO 

(Rcgla 13 bis del PCT) 



REC'D 0 1 APR 1997 



WIPO 



POT 



A. Las indicaciones se refieren al microorganismo mencionado en la descnpcidn 
pagina d1 Jfnea 35 



B. IDENTIFICACION DEL DEPOSITO 



Otros depdsitos estan identificados en una hoja suplementana 



Nombre de la institucion de deposito 

EUROPEAN COLLECTION OF ANIMAL CELL CULTURES (ECACC) 



Direcci6n de la institucion de deposito (comprendidos el distrito postal y el pais) 

Porton Down 
Salisbury 

Whiltshire SP4 OJG 
Reino Unido 



Fecha de deposito 

6 de Marzo de 1.996 (06.03.96) 



n° de orden 



P96030641 



C. INDICACIONES SUPLEMENTARIAS (en caso necesario) 



Se adjunta una hoja separada para 
la continuacion de estos datos 



□ 



D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS QUE SE FACILITAN LAS INDICACIONES 

(caso de que las indicaciones no se faciliten para todos los estados designados) 



E. INDICACIONES SUMINISTRADAS POR SEPARADO (en caso necesario) 



Las indicaciones numeradas a continuacion seran presentadas postenormente en la Oficina intemacional (especificar la naturaleza 
general de las indicaciones por ejem. "n° de orden del deposito") 



Reservado a la oficina receptora 



N/f Esta hoja ha sido recibida al mismo tiempo que la 
solicitud intemacional 




Reservado a la Oficina intemacional 



I | Esta hoja se ha recibido en la Oficina intemacional el: 



Funcionario autorizado 



Formulario PCT/RO/134 (Julio 1992) 



WO 97/34008 



66 



PCT/ES97/00059 



Referenda del expediente del 
solicitante o del mandatario 



PCT.1/97 



' rry g ? / n n n s g 



INDICACION RELATTVA AL DEPOSITO DE UN MICRO-ORGANISMO 

(ReglaBbis del PCT) 



REC'D 0 1 APR 1997 



Wtpn 



PCT 



A. Las indicaciones se refieren al microorganismo mencionado en la descripcion 
pagina 42 t u nca 6 



B. IDENTIFICACION DEL DEPOSITO 



Otros depositos estan identificados en una hoja suplementaria 



Nombre de la institucion de deposito 

EUROPEAN COLLECTION OF ANIMAL CELL CULTURES (ECACC) 



Direcci6n de la instituci6n de deposito (comprendidos el distrito postal y el pais) 

Porton Down 
Sal isbury 

Whiltshire SP4 OJG 
Reino Unido 



Fecha de deposito 

6 de Marzo de 1.996 (06.03.96) 



n° de orden 



V96030642 



C. INDICACIONES SUPLEMENTARIAS (en caso necesario) 



Se adjunta una hoja separada para 
la continuacibn de estos datos 



□ 



D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS QUE SE FACILITAN LAS INDICACIONES 

(caso de que las indicaciones no se faciliten para todos los estados designados) 



E. INDICACIONES SUMINISTRADAS POR SEPARADO (en caso necesario) 



Las indicaciones numeradas a continuacidn serin presentadas posteriormente en la Oftcina internacional (especificar la naturaleza 
general de las indicaciones por ejem. "n° de orden del dep6sito") 



Reservado a la oflcina receptora 



Esta hoja ha sido recibida al mismo tiempo que la 
solicitud internacional 




Reservado a la Oficina internacional 



I I Esta hoja se ha recibido en la Oficina internacional el: 



Funcionario autorizado 



Formulario PCT/RO/134 (Julio 1992) 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



1/27 




FIG. 1 



HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26) 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



2/27 



CM 



t 

> 



> 
ffi 



CD 



CO 



CD 
CO 



CM 



CO 



cm[" 



. CO 

cvi 

CM 




CD 

m 

CO 



CM 



LU 
O) 
Ol 
CM 

> 

o 

X 




CD 

in 

co 

CM 



CO 

o 

a. 



cd 

o 
Ol 



03 
o 

CL 



CO 

o 

CL 



in m 

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26) 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



3/27 




HOJA DE SUSTITUClON (REGLA 26) 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



4/27 



CM 

o 
o 




< (Wddn)o|n«j ffi Guy ddfl) o|n«| 

EE 

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26) 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



5/27 



NUMERODEPASE 

ST 

Nl 1 13 30 32 35 38 42 45 



28.5 — 



9.5 — 

7.5 — 

4.4 — 

2.4 — 

1.4 — 



ff»»»|M 

J . ■ ""Mi 



ft* 



• - * - f 



1 (Genoma) 
Dl-A 



Dl-B 
Dl-C 
2(S) 



— 3 

— 4 (sM) 

— 5(M) 

— 6(N) 



— 7 



FIG. 5 



HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26) 



WO 97/34008 



PCT7ES97/00059 



6/27 



SONDA 



UDER M N EXTREMO 3* 



Nl 1 35 Nl 1 35 Nl 1 35 Nl 1 35 RNA 




FIG. 6 



HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26) 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



7/27 



THER-1 



P1 



p41 



mdi mdi (ufp/ celula) 



10 10" 3 10" 2 10- 1 10 



RNA 



1 (Genoma) 
Dl-A 



• •• 



Dl-B 
Dl-C 

2(S) 



FIG.7 

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26) 



WO 97/34008 PCT/ES97/00059 



8/27 




HOJA 0E SUSTITUCION (REGLA 26) 



97/34008 



PCT/ES97/00059 




1 (Genoma) 

— Dl-A 
Dl-B 

— Dl-C 



28.5 

9.5 

7.5 — 



Q, COLCHON FRACCION DE 

^ DE SACAROSA GRADIENTE CONTINUO 

I 



g DENSIDAD (g/ml) DENSIDAD (g/ml) 

M Eh 1.19 1.11 1.20 1.15 



FIG.9 



d e 



HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)' 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



10/27 



o 
a. 



00 



♦ 



CO 



in 
oo 

o 
u 

E 
o 
c 
a> 

O) 

< 



<0l 

col 

CO 



CO 



in 
a> 



IOL... 



♦ 




o 
a. 



CD 



CM. 



♦ 



Is?. 



oo 

CM 



CM ^ 

CO 

o 
ffi 

. 8 

O 



CD 



O 



<oi** 



CO 



f 



♦ 



CM 



in 

CO 



ml 



to. 



OO 
CM 



CO 



JD 
J* 

o 

t 



o 



H0JA DE SUSTITUCION (REGU 26) 



WO 97/34008 



PCTYES97/00059 



11/27 



**** 



II 




EI! 1 1 II 



lilt I 



CD W 
CO 

II 



I 

in 

o 



x 1 




i 



^ 1 



GO 

CSJ CO 



uo 
o 



CO 




HOJA OE SUSTITUCION (REGLA 26) 



WO 97/34008 



PCT/ES97/00059 



12/27 

NCTTTTAAACTAAACTGAGTCTAGCGTGGCTATATCTCTTCTTTTACTTTAACTAGCCTTGTGCTACATTTTGTCTTCCGACACCAACTC 90 

GAA|li|CAAATATTTGTCTTTCTATGAAATCATAGAGGACAAGCGTTGATTATTTCCATTCAGTTTGGCAATCACTCCTTGGAACCG 180 

M K S • 

GGTTGAGCGAACGGTGCAGTAGGGTTCCGTCCCTATTTCGTAAGTCGCCTAGTAGTAGCGAGTGCGGTTCCGCCCGTACAACGTTGGGTA 270 

GACCGGGTTCCCTCCTGTCATCTCCCTCCCCGGCCGCCAGCAGAATGAGTTCCAAACAATTCAAGATCCTTCTTAATGAGGACTATCAAG 360 

HSSKQFKILVNEOYQ 
TCAACGTGCCTAGTCTTCCTATTCGTGACGTGTTACAGGAAATTAAGTACTGCTACCGTAATGCATTTGAGGGCTATGTTTTCGTACCAG 450 

VNVPSIP1RDVL0EIKYCYRNCFEGYVFVP 
AATACTGTCGTGACCTAGTTGATTGCGATCGTAAGGATCACTACGTCATTGGTGTTCTTCGTAACGGAGTAAGTGATCTTAAACCTGTTC 540 

EYCROIVOCDRKOHYVIGVIGNCVSOIKPV 
TTCTTACCCAACCCTCCCTCATGTTGCAAGCCTTTATTGTTACAGCTAACTGCAATCGCGTTCTTCAGCACTTTGACCTTAAAATTGCTC 630 

L I T E P S V « L Q G F I V R A N C N G V I E 0 F 0 L K I A 

CCACTCliCACAGGTGCCATATATGTTGATCAATACATGTGTCGTGCTCATGGAAAACCAGTCATTGAAGGCGATTTTAAGGACTACTTCG 720 

I 

R T V R C A I Y V 0 0 Y H C C A 0 C K P V I E G D F K 0 Y F 
GTGATGAAGACATCATTGAATTTGAAGGAGAGGAGTACCATTGCGCTTGGACAACTGIGCGCGATGAGAAACCGCTGAATCAGCAAACTC 610 

C 0 E 0 I I E F E C E E Y H C A W T T V R 0 E K P L N Q Q T 
TCTTTACCATTCAGCAAATCCAATACAATCTCGACATTCCTCATAAATTGCCAAACTGTGCTACTAGACATCTAGCACCACCACTCAAAA 900 

LFTIQEIQYNIDIPHKLPNCATRHVAPPVK 
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AGAACTCTAAAATACTTCTGTCTCAACATTACAACAAGCTTTATGATATCTTCGGATCACCCTTTATGCCAAATGGTGACTCTCTTAGCA 990 

KNSKlVLSEDYKKlYOIFGSPFflGNGOCiS 
AATGCTTTGACACTCTTCATTTTATCCCTGCTACTCTTAGATGCCCGTGTGGTTCTGAAAGTAGCGGCGTTGGAGATTGGACTGGTTTTA 1080 

KCFDTLHFIAATLRCPCGSESSGVGDVTGF 
AGACTGCCTGTTGTGGTCTTTCTCGCAAAGTTAAGGGTGTCACTTTGGGTGA7ATTAAGCCTCGTGATGCTGTTGTCACTACTATGAGCG 1170 

KTACCGLSGKVKGVTLGQIKPGDAVVTSflS 
CACGTAAGGGAGTTAAGTTCTTTGCtAATTCTCTTCTTCAATATGCTGGTGATGTTGAAGCTGTCTCCATCTGGAAACTTATTAAAACTT 1260 

A G K C V K F F A N C V L Q Y A G 0 V E C V S I W K V I K T 
TTACAGTTGATGAGACTGTATGCACCCCTGGTTTTGAAGGCGAATTGAACGACTTCATCAAACCTGAGAGCAAATCACTAGTTGCATGCA 1350 

F T V D £ T V C T P G F E C E I N 0 F I K P E S K S I V A C 
GCGTTAAAAGAGCATTCAITACTGGTGATATTGATGATGCTGTACATGATTGTATCATTACAGGAAAATTGGATCTTAGTACCAACCTTT 1140 

S V K R A F I T G 0 1 0 D A V H 0 C I I T G K L D I S T N L 
TTGGTAATGTTGGTCTATTATTCAAGAAGACTCCATGGTTTGTACAAAACTGTGGTGCACTTTTTGTAGACGCTTGGAAAGTAGTAGACG 1530 

FGNVGILFKKTPWFVQKCGAIFVOAWKVVE 
ACCTTTGTGGTTCACTCACACTTACATACAACCAAATTTATCAAGTTGTAGCATCACTTTGCACTTCTGCTTTTACCATTCTAAACTACA 1620 

ELCGSLTLTYKQIYE V V A S L CTSAFTIVNY 
AGCCAACATTTGTGGTtCCAGACAATCGTGTTAAAGATCTTGTAGACAAGTGTGTGAAACTTCTTGTAAAAGCATTTGATGTTTTTACGC 1710 

K P T F V V P 0 N . R V K D L V 0 K C V K V L V K A F 0 V F T 
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AGATTATCACAATACCTCGTATTCAGCCCAAATCCTTTGTGCTTGCTCCTAAATACCTGT7CTTCAATAATGCACTTCTCAAACTTCTCA I800 

Q I I T I A C I £ A K C F V L C A K Y L L F N N A L V K L V 
CTGTTAAAATCCTTCGCAACAAGCAAAAGGGTCTTGAATGTCCATTCTTTGCTACTAGCTTCCTTCGTGCAACTCTTAATGTCACACCTA 1890 

S V K 1 L C K K Q K C L E C A f F A T S L V C A J V N V T P 
AAAGAACACAGACTGCCACTATCAGCTTGAACAAGCTTGATGATGTTGTACCACCACGAGAGGGTTATATCGTCATTGTTGGTCATATCG 1980 

K R T E T A T I $ I N K V D 0 V V A P C E G Y 1 V I V G 0 H 
CTTTCTACAACACTGCTCAATATTATTTCATCATCTCTACTCCTAATTTTCTTCTTACTAACAATGTTTTTAAACCAGTTAAACTTCCAT 2070 

A F Y K S G E Y Y F N N $ S P N F V I T N N V F K A V K Y P 
CTTATGACATCGTTTATGATGTTGATAATCATACCAAAAGCAAAATGATTCCAAAACTTCGTTCATCATTTGAACAAATACCAACTGGCA 2160 

i«-f>n 

SY0IVYDVDN0TKSKH1AKLCSSFEQIPTC 
CACAACATCCAATTCGGTTCTGTATTCAAAATGAACTTTGTCTTCTCTGTGGTTCTTGCCTTAACAATGGTTCCATGTCCGATCGTACTT 2250 

T Q 0 P 1 R F C I E N E V C V V C C C V I N N C C « C 0 R T 

CTATCCACACTTTTACTCTTCATMl»S» 2340 

• S K L F K R V R G S S A A R I E P C N C T 0 P 
S H Q S F T V D 0 S Y L N E C G V L V fl L 0 • 

AGACCATGTTAGTAGACCTTTTCACATCTACAACAAACATGTTGCCTCTATTCCTAAATTCCTIAAGACGAATTGTTCAAGATTTAGCAA 2430 
DHVSRAFOIYNKOVACICKFLKTNCSRFRN 

TTTGGACAAACATGATGCCTACTACATTGTCAAACGTTGTACAAAGACCGTTATGGACCATGAGCAAGTCTGTTATAACGATCTTAAACA 2520 
L D K H 0 A Y Y I V K R C T K I V H D H E Q V C Y M 0 L K 0 
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TTCTGGTGCTGTTGCTGAGCATGACTTCTTCACATATAAAGAGGGTAGATGTGAGTTCGGTAATCTTCCACGTAGGAATCTTACAAAGTA 2610 
S G A V A E H 0 F F T Y K £ G R C E F G N V A R R N L T K Y 

CACAATGATGCATCTTTGTTACGCTATCACAAATTTTGATCAAAAGAACTCTCAACTTCTCAAACAAATACTCCTGACAGTAGCTSCTTG 2700 
T M H D I C Y A I R N F 0 E K N C E V I K E I l V T V C A C 

CACTCAAGAATTCTTTGAAAATAAAGATTCGTTTCATCCAGTTGAAAATGAAGCCATACATGAACTTTATCCAAAACTTGGACCCATTGT 2790 
TEEFFENKOVFDPVENEAIHEVYAKIGP IV 

ACCCAATGCTATGCTTAAATGTCTTGCTTTTTGCGATGCCATAGTCCAAAAACCCTATATAGGTGTTATAACACTTGACAACCAAGATCT 2880 
ANAHLKCVAFCDA I V E K C Y I G V 1 TLONQOL 

TAATGCCAATTTCTACGATTTCGCCGATTTCGTCAACACTGCTCCCCCTTTTCGTTGCGCTTCTGTTACATCATATTATTCTTATATCAT 2970 
N C N F Y D F G 0 F V K T A P G F C C A C V T S Y Y S Y fl H 

GCCTTTAATGGCGATGACTTCATCCTTAGACTCTCAAAACTTTGTCAAAAGTCACATCTATGGTTCTGATTATAACCAGTATCATTTACT 3060 
P L H C N T S C L E S £ N F V K S 0 1 Y G S 0 Y K Q Y 0 L L 

AGCTTATCATTTTACCGAACATAACGACTACCTTTTCCAAAAATACTTTAAGTACTGGGATCCCACATATCACCCAAATTGTTCTGATTG 3150 
AYDFTEHKEYLFQKYFKYWDRTYHPNCSDC 

TACTAGTCACGACTCTATTATTCATTCTCCTAATTTTAACACATTCTTTTCTATCACAATACCAATCACACCTTTTCCACCACTTGTCCC 3210 
T S 0 E C I I H C A N F N T I F S H T I P H T A F G P L V R 

TAAAGTTCATATTGATGGTGTACCAGTAGTTGTTACTCCAGGTTACCATTTCAAACAACTTGGTATAGTATGGAATCTTCATGTAAAATT 3330 
KVHIDGVPVVVTAGYHFKOIGIVWNLOVKI 

AGACACAATCAAGTTCAGCATCACTGATCTTCTTACATTTCTCACAGATCCAACACTTCTTGTACCATCAAGCCCTCCACTTTTACACCA 3420 
OTHKLSMTOLLRFVTOPTLLVASSPALLOQ 
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CCCTACTCTCTGTTTCTCCATTGCACCTTTGACTACTGCTATTACATATCACACAGTAAAACCAGGTCACTTTAACAACGATTTCTACGA 3510 
RTVCFS I AALSTG-I TYQ7VKPGHFNK0FY0 

TTTCATAACAGAGCGTGGATTCTTTGAAGAGGGATCTGACTTAACATTAAAACATTTTTTCTTTGCACAGCGTGGTGAAGCTGCTATGAC 3600 
F I T E R G F F E E G S £ L T I K H F F F A Q G G E A A H T 

AGACTTCAATTATTATCGCTACAATAGAGTCACAGTACTTGATATTTGCCAAGCTCAATTTCTTTACAAAATAGTTGCCAAGTATTTTGA 3690 
D F N Y Y R Y N R V T V L 0 I C Q A Q F V Y K I V G K Y F E 

ATGTTATGACGGTGGGTGCATTAATGCTCGTCAAGTTGTTGTTACAAACTATGACAAGAGTCCTGGCTATCCTTTGAACAAATTTGCTAA 3780 
CYOGGC I NAREVVVTNYDKSAGYPLNKFGK 

AGCTAGACTTTACTACGAAACTCTTTCATATGAAGAGCAGGATGCACTTTTTGCTTTAACAAAGAGAAATGTTTTACCCACAATGACTCA 3870 
ARLYYETL B^^^^^^^^^^^^ 

AATMATT^ 3960 
TCATCAGAAGCATTTGAAGTCAATTCCTCCAACACGCAATGCTACTGTGGTCATTGGTTCAACCAAGTTTTATGGTGGTTGGGACAATAT 4050 
GCTTAAAAATTTAATGCCTGATCTTCATAATCCTTGTTTGATGCCATGGGACTATCCTAACTCTCACCG 4140 
AATCGCTTCTGCCATGATATTAGGTTCTAACCATCTTGGTTGTTCTACACATAATGATAGGTTCTACCGCCTCTCCAATGACTTAGCTCA 4230 
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ACTACTCACACAACTTSTCCATTCCACACCTGCTTTTTATTTTAAACCTCGTGGTACAACTACCGCTCATCGTACTACACCATATCCTAA 1320 
CTaGCTTTT^ 4410 

ACACTTTTCTATCATGATTTTATCTGATGATGGAGTTGTGTGCTACAACAAAGATTATGCGGATTTAGCTTATGTAGCTGAC^ 4590 
POLIMERASA 

TTTTAAACCAACACTTTATTACCAGAATAACGTCTTTATGTCCACTTCTAAGTGTTGCGTAGAACCAGATCTTACTGTTGGACCACATCA 4680 

ATTTTGTTCACACCATACATTGCAGATTGTTGGGCCTGATGGACACTACTATCTTCCCTATCCAGACCCCTCCAGAATTTTGTCAGCTGG 4770 

^^P§^^^HBHB p OCOYYLPYPOPSRILSAG 

TCTGTTTGTTCATGACATAGTTAAAACAGACAATGTTATTATGTTAGAACGTTACCTGTCATTGGCTATTGACCCATACCCGCTCACAAA 4860 
V F V D D I V K T 0 N V I H I E R Y V S L A I 0 A Y P L T K 

ACACCCTAAGCCTGCTTATCAAAAAGTGTTTTACACTCTACTAGATIGGGTTAAACATCTACAGAAAAATTTGAATGCAGGTGTTCTTGA 4950 
H P K P A Y Q K V F Y T I L 0 W V K H L Q K N L N A G V L 0 

TTCGTTTTCAGTGACAATGTTAGAGGAAGGTCAACATAAGTTCTGGACTCAACACTTTTACGCTAGCCTCTATGAAAAGTCCACTGTCTT 5040 

s f s v t « l e ■^pP1|8^BbBmK11^^B^BB 

DEDOS DE ZINC 

GCAAGCTGCAGGCATCTGTGTAGTATCTGGTTCGCAAACTGTACTTCGTTCTGGAGACTGTCTTAGGAGACCACTTTTATCCACGAAATG 5130 
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TGCTTACGACCATGTTATGGGAACAAAGCATAAATTCATTATGTCTATCACACCATATGTGTCTAGTTTTAATGGTTGTAATCTCAATCA 5220 

^^^^^^^^^^^^^^■■^^^^^^■■B C N V N 0 
DEDOS DE ZINC 

TGTTACAAAGTTGTTTTTAGGTGGTCTTACTTATTATTGTATGAACCACAAACCACAGTTGTCATTCCCACTCTGTGCTAATGGCAACGT 5310 

V T K I F I C GLSYYCHNH K P GLSFPLCANGNV 

TTTTCGTCTATATAAAAGTAGTGCAGTCGGCTCAGAGGCTGTIGAAGATTTCAACAAACTTGCAGTTTCTGACTGGACTAATGTAGAAGA 5100 
F G L Y K S S A V G S £ A V E 0 F N K I A V S 0 W T N V E 0 

CTACAAACTTGCTAACAATGTCAAGCAATCTCTCAAAATTTTCCCTGCTCAAACTGTGAAAGCTAAGGAGCACTCTGTTAAATCTGAATA 5490 

Y K L A N N V K E S L K I F A A E T V K A K E E S V K S E Y 

TGCTTATGCTGTATTAAACCACGTTATCGCCCCTAACGAAATTGTACTCCAATGCGAAGCTTCTAACACTAAGCCTCCACTTAACACAAA 5580 
A Y A V I K E V I G P K E I V L 0 V E A S K T K P P L N R N 

TTCACTTTTCACGTGTTTTCAGATAAGTAAGCATACTAAAATTCAATTACCTCAATTTCTCTTTGACCAATCTCAGTACGGTACTCATTC 5670 
SVFTCFQ 1 SKOTK I OLGEFVFEOSEYGSOS 

TGTTTATTACAAGAGCACGAGTACTTACAAATTGACACCAGGTATGATTTTTGTGTTGACTTCTCATAATGTGAGTCCTCTTAAAGCTCC 5760 
VYYKSTSTYKLTPGHIFVLTSHNVSPLKAP 

AATTTTAGTCAACCAAGAMAGTACAATACCATATCTAAGCTCTATCCTGTCTTTA^ 
ILVNQEKYNTISKLYP ^^^^^^^^^^^^^B 

CTACCAAATCATAGCTAACCAAAAATTTACAACTATCCAAGCTCCTCCTGCTACCGGTAAATCTCATTCTGTTATAGCTTTCCCTTTGTA 5910 

HELICASA 
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TTACCCTCAGGCCAGAATAGTCTACACTCCATGTTCTCATGCGGCTCTAGACGCTTTATCTCAAAAAGCACCCAAAAACTTCAATCTTCA 6030 

TAGATGTTCAAGCATAATACCTCAAAGAATCAGAGTTGATTGTTACACAGGCTTTAAGCCTAATAACACCAATGCGCAGTACTTGTTTTG 6120 

TACTCTTAATGCTCTACCAGAAGCAAGTTGTGACATTGTTGTAGTTCATCAGGTCTCTATGTGTACTAATTATGATCTTACTGTCATAAA 6210 
T V N A L P E A S C 0 1 V V V 0 E V S H C T N Y 0 L S V I N 

TACCCCACTGACTTACAAACATATTGTTTATGTTGGAGACCCACAGCACCTACCAGCTCCTACAACTTTGATTAATAAGGCTCTACTTCA 6300 
SRLSYKHIVYVGDPQQLPAPRTlINKGVLQ 

ACCGCAGGATTACAATGTTGTAACCAAAAGAATGTCCACACTAGGACCTGATGTCTTTTTGCATAAATGTTACAGGTGCCCAGCTGAAAT 6390 
PQDYNVVTKRHCTLGPDVFIHKCYRCPAE I 

TGTTAAiACAGTCTCTGCACTTGTTTATCAAAATAAATTTGTACCTGTCAACCCAGAATCAAAGCAGTGCTTCAAAATGTTTCTAAAAGG 6480 
V $ T V S A L V Y E N K F V P V H P E S K Q C F K H F V K G 

TCACi-rTCAGATTGACTCTAACTCTTCTATAAACAACAAGCAACTACAGGTTGTCAAGCCCTTTTTAGCACATAATCCAAAATGGCGTAA 6570 
Q^IQIESNSSINNKQLEVVKAFLAHNPKWRK 

AGCTGTTTTCATCTCACCCTATAATAGTCAAAATTATGTTGCTCGGCGTCTTCTTGCTTTGCAAACGCAAACTGTGGATTCCGCTCAGCG 6660 
AVFISPYNSONYVARRLLGLQTQTVOSAQC 

TACTCACTATGATTACGTCATiIaJtGCTCTGAAGATTTTTAATCCTCCTGCAATTCACGATGTCGCTAATCCAAAAGGCATCCCTTGT 6750 
S E Y D Y V I • 

II 4 1 ► III 

GCTACAACACCAATACCATGGTTTTGTTATGATCGTCATCCTATTAATAACAATGTTAGATCTCTCGATTATGACTATATGGTACATGCT 6810 
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CAAATCAATGGTCTTATGTTATTTIGCAACTGTAATCTACACATCTACCCAGAGTTTTCAATTCTTTCTACATTTGATACTCCCACTCGC 6930 
TCTAAATTGTCTTTAGAAGGTTCTAATGGTGCTCCATTGTATGTTAATAACCATGCTTTCCACACACCAGCTTATGATAGAACAGCTTTT 7020 
GCTAAGCTTAAACCTATGCCATTCTTTTACTATCATCATAGTAATTCTGAACTTCTTGATGGGCAACCTAATTATGTACCACTIAAGTCA 7110 
AATCTTTGCATAACAAAATGCAACATTCGTGGTCCTGTCTCCAAGAAGCATCCTCCTCTTTACACAGCCTATGTTGACGATTACAACATT 7200 
TTTAtCCACCCTGGTTTTACAATATGCTGTCCTCAAAACTTTCACACCTATATGCTTTGGCATGGTTTTGTTAATAGCAAAGCACTTCAC 7290 
AGTCTAGAAAATGTGGCTTTTAATGTCGTTAACAAAGGTGCCTTCACCGGTTTAAAAGGTGACTTACCAACTGCTGTTATTGCTGACAAA 7380 
ATAATCCTAACAGATGCACCTACTGACAAATGTATTTTTACAAATAACACTACTTTACCTACAAATGTAGCTTTTGAGTTATATGCAAAA 7170 
CCCAAACTTGGACTCACACCTCCATTAACAATACTTAGGAATTTAGGTGTTGTCGCAACATATAAGTTTGTCTTCTGGGATTATGAAGCT 7560 
GAACCTCCTTTCTCAAATTTCACTAAGCAACTGTCTTCCTACACTCATCTTGATACTGAAGTTGTAACATCTTTTGATAATAGTATTGCT 7650 
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